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5Seznam zkratek
AMK – aminokyseliny
AO – antioxidanty
DNA – deoxyribonukleová kyselina
DPPH – 2,2´-difenyl-1-pikrylhydrazyl
MK – mastné kyseliny
RNS – reaktivní formy dusíku
ROS – reaktivní formy kyslíku
SIA – sekven ní injek ní analýza
TAG – triacylglyceroly
TLC – tenkovrstvá chromatografie
VR – volné radikály
VMK – vyšší mastné kyseliny
61. Úvod
Houby (Fungi) jsou definovány jako eukaryotní, stélkaté, jedno
a mnohobun né organismy s velkou druhovou rozmanitostí – je známo více než
100 000 r zných druh (Bielli, 2001). Houby se obecn  d lí na makromycety (tzv.
velké houby) a mikromycety, které jsou bu vláknité (nap . plísn ), nebo
jednobun né (kvasinky).
Makromycety mají plodnice v tší jak 1 mm a v tšinou se rozmnožují
sexuáln . V tšina mikromycet má plodnice menší jak 1 mm a rozmnožují se v tzv.
imperfektní form , což je asexuální fáze životního cyklu. Na myceliu se vytvá ejí
specializované nosi e konidiofory, kde vznikají nepohlavní spory (Keizer, 2005).
Hlavním p edm tem této práce byly vlastní (vyšší) houby (Eumycota), které
jsou podle Váni (1996) d leny na 4 r zné pododd lení – (Zygomycotina),
(Ascomycotina) – houby v eckovýtrusné, (Basidiomycotina) – houby stopkovýtrusé
a tzv. nedokonalé houby (Deuteromycotina), které se rozmnožují pouze nepohlavním
zp sobem.
Jak uvádí Svr ek (1996) a Klán (1989), houby se adí mezi heterotrofní
organismy, nebo nejsou schopné fotosyntetické asimilace jako zelené rostliny,
a proto p ijímají organické látky z t l jiných organism . Odum elé organické látky
bu rozkládají svými enzymy na jednodušší (tento zp sob výživy je charakteristický
pro saprofyty), nebo žijí v symbióze se zelenými rostlinami (mykorrhiza,
lichenismus), anebo jsou výživou odkázány na živou rostlinu nebo živo icha. Zp sob
výživy zodpovídá za závislost hub na vlhkosti vn jšího prost edí a také
za charakteristický tvar stélky (Jablonský a Šašek, 2006).
Stélka (thalus), jak již bylo e eno, m že být jedno nebo mnohobun ná
a m že dosahovat n kolika metr . V tšina hub tvo í vlákna – tzv. hyfy, která jsou
rozv tvená a propletená a tvo í tak podhoubí (mycelium). Podhoubí n kdy tvo í
kulovité kompaktní útvary nazývané sklerocia nebo spletená vlákna (rhizomofory)
i blanité útvary (syrocia). Nepravidelné pletivo (plektenchym) tvo í nejpokro ilejší
houby. Z plektenchymu jsou pak vytvá eny plodnice nebo jiné kompaktní struktury
(Šašek, 2006).
7Houbové metabolické pochody se více podobají metabolickým proces m
živo ich než rostlin (Vá a, 1996).
Narozdíl od rostlin, kde zásobní látkou je škrob, transportní látkou glukóza,
sacharóza a fruktóza, jsou u hub hlavními zásobními látkami glykogen a tuky,
transportní látkou jsou cukerné alkoholy (manitol a arabitol), z disacharid pak
trehalózy. Hlavní složkou bun né st ny hub je chitin, který lze také nalézt
v živo išné íši, ne však v rostlinné (Šašek, 2006).
Jak popisuje Vá a (1996), mohou bun né st ny hub obsahovat chitin pouze
ve stopovém množství nebo nemusí být p ítomen v bec. Místo n j je pak ve st n
nahrazen mananem, polymery galaktózy a galaktosaminu, nebo celulózou.
U n kterých skupin hub m že být p ítomen chitin i celulóza sou asn .
Další obsahovou látkou nalezenou v íši hub je lecitin, který je schopen vázat
fosfor v živo išných bu kách, nap . v mozku nebo svalech (Škubla, 1989).
D ležitým znakem hub, kterým se liší od ostatních organism , je syntéza
aminokyseliny lyzinu. Zatímco jiné organismy syntetizují lyzin p es kyselinu
diaminopimelinovou, houby ji syntetizují p es -aminoadipovou. Tyto dv rozdílné
metabolické cesty dokazují, že se houby vyvinuly nezávisle v dávných dobách
historického vývoje (Šašek, 2006).
Význam hub pro lov ka a životní prost edí
Z pohledu lov ka jsou makromycety nejen d ležitým zdrojem potravy, ale
také mohou prospívat našemu zdraví nebo mu naopak škodit. Význam mikromycet je
podstatn rozmanit jší. Jablonský a Šašek (2006) ve své knize Jedlé a lé ivé houby
popisují d ležitost mikromycet pro své metabolické pochody, které jsou široce
využívány v potraviná ském pr myslu. Mikroskopické vláknité houby mohou být
p í inou mykotických onemocn ní, mohou produkovat jedovaté a rakovinotvorné
mykotoxiny. Na druhou stranu sehrály houby zásadní roli v rozvoji antibakteriální
lé by objevem penicilinu, který byl izolován z druhu Penicillinum notatum. Tento
objev zap í inil významný rozmach farmaceutického pr myslu.
U n kterých hub byly prokázány ú inky proti bakteriím, vir m, plísním,
vzniku a nár stu tumor , alergiím, zán tlivým proces m, sklerotickým pochod m
v cévách, dále pak schopnosti snižovat glykémii. N které mají dokonce
8hepatoprotektivní efekt i schopnost posílit imunitní systém (Kala , 2008). Tyto
p íznivé ú inky hub jsou p ipisovány sekundárním metabolit m, což jsou chemické
látky obsažené v t lech hub.
Sekundární metabolity hub tedy p edstavují velmi perspektivní skupinu látek
v oblasti medicíny. Vybraná skupina hub, jež jeví p íznivé ú inky na lidské zdraví,
je shrnuta v Tab. 1.
Tab. 1: Ú inky lé ivých hub (p evzato z Jablonský a Šašek, 2006).
Vybrané druhy lé ivých hub
Ú inky použitých hub Ab Cs Ff Fv Gf Gl He Io Le Po Pu Sc Tv
Protivirové X X X X X X X X X X
Protibakteriální X X X X X X X X X X X
Protizán tlivé X X X X X X X X
Protirakovinné X X X X X X X X X X X X
P i lé b cukrovky X X X X X
Lé ba astmatu, plic X X X X
Snižování stresu X X X X
Posilující innost jater X X X X X X X X
Posilující innost ledvin X X X
Zvyšování libida X X X
Imunomodula ní X X X X X X X X X X
Kardiovaskulární choroby X X X
Posílení nervové innosti X X X X
Snižování cholesterolu X X X X X X X
Snižování krevního tlaku X X X X X
Lé ba únavového syndromu X X X
Zkratky ozna ující jednotlivé druhy hub
Ab Agaricus brasiliensis Cs Cordyceps sinensis
Ff Fomes fomentarius Fv Flammulina velutipes
Gf Grifola frondosa Gl Ganoderma lucidum
He Hercium erinaceus Io Inonotus obliquus
Le Lentinula edodes Po Pleorotus ostreatus
Pu Polyporus umbelatus Sc Schizophyllum commune
Tv Trametes versicolor
9Co se tý e jedovatých hub, nejzávažn jší jsou otravy amanitiny. N které
houby jsou jedovaté za syrova, ale dostate n dlouhou tepelnou úpravou se toxické
látky odstraní. I jedlé houby se mohou stát toxickými, jsou-li zkažené, zapa ené i
s po ínající hnilobou. Jedovaté látky jsou v tšinou podobné hadím jed m a jen
z ídka jde o alkaloidy typické pro jedovaté rostliny (Škubla, 1989, Keizer, 2005).
Houby jsou též pr myslov využívány v biologickém boji proti r zným
šk dc m (Klán,1989).
Hrají zásadní roli ve volné p írod , kde spole n s bakteriemi plní funkci
destruent . P evád jí organické látky na anorganické, které znovu zelené rostliny
využívají.
Obr. 1: Grafické znázorn ní vztah mezi hlavními ekologickými skupinami hub se
zd razn ním jejich významu v kolob hu uhlíku v ekosystému. Na pravé
stran je detritový potravní et zec, na levé stran pak p ímý odb r produkt
fotosyntézy houbami. Oba procesy p ispívají k r stu, dýchání, biomase hub
a dalším p dním proces m (Klán, 1989).
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Mohou také posloužit jako bioindikátory stavu životního prost edí.
P ítomnost nebo naopak absence ur itého druhu m že poukazovat na správné
hospoda ení v p írod . V kolob hu života na Zemi mají houby nezastupitelný
význam a bez jejich innosti by ostatní život zanikl (Jablonský a Šašek, 2006).
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2. Cíl práce
Cílem této diplomové práce byla p íprava extrakt a lyofilizát z hub, dále
vypracování základního fytochemického screeningu 14 taxon hub z eledi
Albatrellaceae, Auriscalpiaceae, Boletaceae, Discinaceae, Gomphidiaceae,
Hapalopilaceae a Russulaceae. Screening jednotlivých druh hub spo íval v získání
dostupných informací o obsahových látkách hub s využitím domácí i zahrani ní
literatury a v d kazu ur itých skupin obsahových látek pomocí TLC a selektivních
detekcí. Detekce byly provedeny na p ítomnost aminokyselin, cukr , alkaloid ,
amin , fenolických slou enin, lakton , steroid , sterol , terpen , triterpen ,
karboxylových kyselin a vyšších alkohol .
Záv re ná ást diplomové práce je zam ena na kvantifikaci antioxida ní
aktivity vodn -ethanolických extrakt hub s využitím metody sekven ní injek ní
analýzy (SIA). Stanovení spo ívá v redukci stabilního radikálu 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylu (DPPH) antioxidantem. Toto stanovení si klade za cíl odhalit
extrakty s obsahem potenciáln  ú inných antioxida ních látek.
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3. Teoretická ást
3.1. Úvod
Sledované druhy hub se systematicky za azují do ád Boletales (h ibotvaré),
Polyporales (chorošotvaré) a Russulales (holubinkotvaré), které pat í do podt ídy
Hymenomycetidae, t ídy Homobasidiomycetes, pododd lení Basidiomycotina a ádu
Pezizales (kust ebkotvaré), jež se adí do t ídy Ascomycetes, pododd lení
Ascomycotina. Pododd lení Ascomycotina (v eckovýtrusé houby) a Basidiomycotina
(stopkovýtrusé houby) jsou za azeny do odd lení Eumycota – vlastní houby (Vá a,
1996).
3.2. Charakteristika jednotlivých t íd a ád sledovaných druh
Podle mikroskopických znak , jako je uspo ádání rozmnožovacích orgán
v sexuální bázi, se houby d lí na Askomycety a Basidiomycety.
Houby t ídy Basidiomycetes, pod kterou krom jiných spadají ády Boletales,
Polyporales a Russulases, vytvá ejí výtrusy na jedné až ty ech stope kách.
Vyr stají z vrcholu kyjovitých bun k, tzv. basidií. U v tšiny hub t ídy
Basidiomycetes dozrávají spory voln na vzduchu. Je-li pot eba ur it, do kterého
rodu se houba adí, v nuje se pozornost barv otisku výtrusného prachu, získaného
položením klobou ku houby na sklo, fólii nebo erný i bílý papír. P i ur ování
jednotlivých druh hub je d ležité zkoumat i mikroskopické znaky, jako je velikost a
tvar spor, struktury hyf v r zných ástech klobouku a t en . K identifikaci druh je
v mnoha p ípadech nutné i sledování tvaru ur itých bun k, nap . cystid (Keizer,
2005).
ád Boletales má dužnaté plodnice s rourkami, jež jsou snadno odd litelné od
klobouku. Jsou to p evážn mykorhizní houby, které tvo í endo nebo ektotrofní
mykorrhizu s úzkou vazbou na jeden nebo více druh  d evin. ada druh pat í
k vynikajícím jedlým houbám, n kolik je však jedovatých. Doposud je známo 400
druh hub ádu Boletales (Klán, 1989, Vá a, 1996).
Polyporales jsou masovité, kožovité až d evovité konzistence. Hymenofor je
v tšinou rourkatý nebo lamelovitý, vzácn  m že i chyb t. P ítomnost skeletových i
vazbových hyf dodává plodnicím charakteristickou tvrdou konzistenci. Houby ádu
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Polyporales jsou d evní saprofyté nebo saproparazité, hodn druh je zna n
odolných na vysušení a mohou r st i na extrémních stanovištích (d ev né ploty aj.).
N kolik druh je obligátn parazitických. Polyporales zap í i ují hn dou nebo bílou
hnilobu d eva (Vá a, 1996).
Obr. 2: Bílá hniloba (Fomes fomentarius) vlevo a hn dá hniloba (Piptoporus
betulinus) vpravo (Keizer, 2005).
Do Russulales p evážn pat í mykorhizní druhy. Plodnice jsou dužnaté,
klobouk je na spodní stran s lupeny. Dužnina heteromerní s kulovitými bu kami
a ornamentovými výtrusy. Dosud je známo asi 450 druh (Klán, 1989).
Obr. 3: Ectomycorrhiza Lactarius (Keizer, 2005).
T ída Ascomycetes, do níž krom jiných systematicky za azujeme ád
Pezizales, tvo í výtrusy uvnit kyjovitých, ervovitých nebo m chý ovitých v ecek,
které obvykle obsahují 8 výtrus a jsou uloženy v hymeniu. Výtrusy uvnit  v ecka
postupn dozrávají, a když jsou zralé, jsou pod tlakem z bu ky vymršt ny. Tímto
tlakem se v ecko na vrcholku roztrhne (u inoperkulátních) nebo se odtrhne ví ko
(u operkulátních typ ) a oblak výtrus je pak vymršt n ke sv tlu. Vzdušné proudy je
pak roznesou. V tšina hub t ídy Ascomycetes má jednoduché ba kovité, miskovité,
talí ovité, nebo ter ovité plodnice (Keizer, 2005).
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Pezizales je po etný, dob e vymezený ád. Mycelium má jedno nebo
vícejaderné bu ky. U n kterých rod se tvo í na myceliu podzemní sklerocia.
Plodnice vyr stají nad zemí nebo pod ní, v mechu, na rozkládajícím se papíru, d evu,
spáleništích a vlhkých zdech. V ecka jsou operkulátní, tj. mají na vrcholu ví ko,
které se po dozrání otev e a uvolní spory. Výživa je saprotrofní na organickém
materiálu (Keizer, 2005, Klán, 1989, Vá a, 1996).
3.2.1. Systematické za azení sledovaných taxon (podle Váni, 1996)
íše: Fungi (houby)
Odd lení: Eumycota (vlastní houby)
Pododd lení: Basidiomycotina (houby stopkovýtrusé)
T ída: Homobasidiomycetes
Podt ída: Hymenomycetidae (houby rouškaté)
ád: Boletales (h ibotvorné)
ele : Boletaceae (h ibovité)
Druh: Boletus impolitus Fr. (h ib plavý)
Boletus luridiformis Rostk. (h ib ková )
Leccinum griseum (kozák habrový)
ele : Gomphidiaceae (slizákovité)
Druh: Gomphidius maculatus (Scop) Fr. (slizák skvrnitý)
ád: Polyporales (chorošotvaré)
ele : Albatrelaceae (krásnoporkovité)
Druh: Albatrellus confluens (Alb. Et Schwein. Fr.) (krásnoporka žemli ka)
ele : Hapalopilaceae (hlinákovité)
Druh: Lasiochlaena benzoina (Wahlenb.) Pouzar (smolokorka prysky i ná)
ád: Russulales (holubinkotvaré)
ele : Auriscalpiceae (lži kovcovité)
Druh: Clavicorona pyxidata (Pers.:Fr.) Doty (korunokyjka svícnovitá)
ele : Russulaceae (holubinkovité)
Druh: Lactarius deliciosus (L.) Gray (ryzec pravý)
Lactarius chrysorrheus Fr. (ryzec zlatomlé ný)
Lactarius picinius Fr. (ryzec smolo erný)
Lactarius salmonicolor R. Heim Leclair (ryzec lososový)
Russula ochroleuca Pers. (holubinka hlínožlutá)
Russula rosea Pers. (holubinka sli ná)
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íše: Fungi (houby)
Odd lení: Eumycota (pravé houby)
Pododd lení: Ascomycotina (houby v eckaté)
 T ída: Ascomycetes (houby v eckovýtrusé)
ád: Pezizales (kust ebkotvaré)
ele : Discinaceae (desticovité)
Druh: Gyromitra infula (Schaeff.: Pers.) Quél. (uchá epcovitý)
3.2.2. Morfologická charakteristika a výskyt jednotlivých taxon
Rod: Boletus (h ib)
Druh: Boletus impolitus Fr. (h ib plavý)
Obr. 4: Boletus impolitus Fr. (autor Václav Hanzlík, in Zicha 2011).
Klobouk je v pr m ru 5 - 25 cm, hn dé nebo žlutohn dé barvy. Velmi asto
je vrás itý, vláknitý nebo hrbolkatý. Rourky citrónové až zlatožluté barvy mívají
ve stá í zelený nádech. Poran ním barvu nem ní. T e tlustý, b ichatý, n kdy až
kyjovitý, u vrcholu zrní katý, dole jemn vláknit šupinatý. Barva t en je nažloutlá
až citrónov žlutá, v mládí asto s erveným nádechem. Dužnina je na ezu
nažloutlá, pouze v bázi jemn na ervenalá. Chu houby je nasládlá, v n nakyslá, ve
stá í až karbolová. Roste od ervna až do zá í v dubohabrových hájích, sv tle
listnatých parcích a lesích. Dává p ednost nižším polohám a vápenitým p dám. Jde
o jedlou houbu (Zicha et al., 2011).
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Rod: Boletus (h ib)
Druh: Boletus luridiformis Rostk. (h ib ková )
Obr. 5: Boletus luridiformis Rostk. (autor Ji í Lašt vka, in Zicha 2011).
Klobouk má v pr m ru 6 - 20 cm. Tvar klobouku je polokulovitý, pak
vyklenutý až oplošt le polštá ovitý, sametový, suchý, stá ím a poma káním šed
ernající. Barvou tmavohn dý až ernohn dý, n kdy s olivovým nádechem. Rourky
jsou žlutozelené, poma káním zelenají nebo modrají. Póry jsou nejprve žluté, brzy
však krvav  z ervenají, stá ím blednou do olivova, poma káním rychle tmav
modrají. V mládí je tvar t en soudkovitý, poté kyjovitý až válcovitý, v dolní
polovin vždy rozší ený. Naho e a uprost ed je žlutý, dole má barvu nazelenalou.
T e je pokryta drobnými nachovými, nebo karmínov ervenými šupinkami,
vzbuzuje dojem te kování. Nejspodn jší ást t en je pokryta povlaky jemného
bílého podhoubí. Otla ená místa modrozelenaví. Dužnina je pevná, žlutá, za vlhka
p ipomíná mramorování. Na ezu ihned intenzivn modrá. Chu  h ibu ková e je
jemná, v n  p íjemná, houbov nakyslá. Vyskytuje se od kv tna do íjna
v jehli natých i listnatých lesích, kyselých kv tnatých bu inách, jedlobu inách,
horských smr inách, druhotn smíšených lesích s nevápennou p dou. H ib ková je
jedlý je zde však nutné delší tepelné zpracování, syrový nebo nedova ený m že
zp sobit trávící obtíže (Zicha et al., 2011).
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Rod: Gomphidius
Druh: Gomphidius maculatus (Scop.) Fr. (slizák skvrnitý)
Obr. 6: Gomphidius maculatus (Scop.) Fr. (Opletal a Koula, 2011).
Klobouk je široce kuželovitý, v dosp losti až plochý, slizký, masov hn dý,
na otla ených místech ernohn d skvrnitý. Okraj klobouku je tenký, zrnitý
a zahnutý, zvln ný. Lupeny jsou sbíhavé, špinav bílé, po poran ní se na nich tvo í
hn do ervené až hn dé skvrny. V raném stádiu rozeznatelný závoj, který brzy mizí
a ve stá í chybí. T e je válcovitý, bílý až žlutavý na bázi žlutý až šafránový, v mládí
s ervenavými kapkami, které vytvá ejí po zaschnutí tmav hn dé žíhání. Narozdíl
od klobouku není t e slizký. B lavá dužnina na ezu ervená. Výtrusný prach je
olivov ernavý. Roste dost vzácn , pod mod íny, na nep íliš kyselých p dách.
Vyskytuje se od ervence do íjna. Houba je jedlá (Antonín, 2006, Hagara et
al., 2006, Grünert a Grünert, 2005).
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Rod: Leccinum
Druh: Leccinum griseum (Quél.) Singer (kozák habrový)
Synonyma: Leccinum carpini, Boletus scaber, Boletus griseus
(Bielli, 2001)
Obr. 7: Leccinum griseum (Quél.) Singer (autor Ji í epelák, in Zicha 2011).
Klobouk je ervenohn dý až ernavý s pr m rem 3 - 12 cm. Pokožka
klobouku je u mladých hub jamkovitá, pozd ji rýhovaná, dolí kovité rozpraskaná.
S p ibývající zralostí se klobouk stahuje, takže rourky na jeho okraji jsou nekryté.
Rourky a póry jsou nejprve krémové, pozd ji šedavé. T e je naho e užší a má
žebrovitý až dlouze vláknitý povrch, který je nejprve pokryt šedavými až ernými
bradavi kami. Bílá dužnina je v klobouku m kká, ve t eni tuhá a vláknitá.
Na vzduchu se dužnina barví zpo átku r žov , pozd ji šedne až erná. Doba výskytu
je od ervna do íjna v listnatých lesích, p edevším pod habry, topoly, b ízami
a lískami. Vyskytuje se n kdy i pod duby a buky. Kozák habrový je jedlá houba,
i když ne vysoké kvality (Bielli, 2001).
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Rod: Gyromitra
Druh: Gyromitra infula (Schaeff.: Pers.) Quél (uchá epcovitý)
Synonymum: Helvella infula (Kothe, 2007)
Obr. 8: Gyromitra infula (Schaeff.: Pers.) Quél. (autor Miroslav Junek, in Zicha
2011).
Pr m r klobouku 3 - 8 cm, barvy hn dé až ervenohn dé. Klobouk
je rozd lený na laloky, které velmi asto vybíhají ve t i špi até cípy. Dužnina je
velmi k ehká, bílá nebo na ervenalá. T e je žlutav nebo masov zabarvený, dlouhý
3 - 5 cm a silný 1 - 1,5 cm. Povrch je hladký, ve stá í asto dutý. Jedná se o vzácný
druh rostoucí od zá í do listopadu p edevším v jehli natých lesích. asto roste na
pa ezech, spáleništích. Jedná se o jedovatou houbu (Kothe, 2007).
Rod: Albatrellus
Druh: Albatrellus confluens (Alb. Et Schwein. Fr.)
(krásnoporka žemli ka)
Obr. 9: Albatrellus confluens (Alb. Et Schwein. Fr.) (autor Zden k Svr ek, in Zicha
2011).
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Plodnice tvo í srostlé lalo naté trsy, n kdy až v pr m ru 1 metr, tvo ené
z klobouk 3 - 8 cm širokých. Klobouky mohou být okrov žluté až na ervenalé.
Spodní ást klobouku tvo í bílé, velmi husté, nízké rourky, které se sbíhají v bílý
t e . Dužnina je bílá, k ehká, š avnatá. Výtrusný prach je bílý. Roste od srpna do zá í
v jehli natých, p edevším smrkových lesích na kyselém podkladu. Krásnoporka
žemli ka je jedlá houba (Svr ek, 1996).
Rod: Lasiochlaena
Druh: Lasiochlaena benzoina (Wahlenb.) Pouzar
(smolokorka prysky i ná)
Synonymum: Ischnoderma benzoinum (Keizer, 2005)
Obr. 10: Lasichlaena benzoina (Wahlenb.) Pouzar (Opletal a Koula, 2011).
Plodnice je jednoletá, plochá, st echovitá až v jí ovitá. Rozm ry klobouku
jsou asi 4 - 20 x 3 - 15 cm, barva je tmav kaštanová, ve stá í až ernohn dá. Svrchu
je klobouk zvln ný, vrás itý, drsný až plstnatý se zvln ným, b lavým
až žlutohn dým okrajem. Rourky jsou dlouhé, sv tle okrové a póry okrouhlé, bílé
až okrové, dotekem hn dnoucí. Dužnina je sv tle okrová, š avnatá. Parazituje na
pa ezech a kmenech jehli natých strom , velmi vzácn i listnatých (Keizer, 2005).
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Rod: Clavicorona
Druh: Clavicorona pyxidata (Pers.:Fr.) Doty (korunokyjka svícnovitá)
Synonymum: Artomyces pyxidatus (Pers.) (Antonín, 2006).
Obr. 11: Clavicorona pyxidata (Pers.:Fr.) Doty (autor Lucie Hederová, in Zicha
2011).
Plodnice jsou vysoké, k ehké, bohat rozv tvené, na vrcholu miskovit
rozší ené, na okrajích s prstovitými špi kami, žluté až žlutohn dé barvy. Roste hojn ,
jednotliv nebo ve skupinách na rozkládajícím se d ev listná , p edevším topol ,
habr , dub , buk , mén asto jehli nan (borovic a jedlí). Vyskytuje se od ervna
až do zá í a je nejedlá (Antonín, 2006, Hagara et al., 2006).
Rod: Lactarius
Druh: Lactarius deliciosus (L.) Gray (ryzec pravý)
Synonymum: Agaricus deliciosus (Bielli, 2001)
Obr. 12: Lactarius deliciosus (L.) Gray (autor Miroslav Junek, in Zicha 2011).
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Klobouk je asi 3 - 8 cm široký, uprost ed vmá klý, na okrajích podvinutý,
hladký, lysý. Barva klobouku se m ní od okrov žluté k tmav oranžové, starší
houby mají zelené skvrny. Lupeny jsou dost husté, sv tle ervenohn dé, poran ním
zelenající. T e je válcovitý, zpo átku vypln ný dužninou, pozd ji dutý. Na povrchu
t en jsou tmav zabarvené jamky. Dužnina je ve t eni k ehká, obsahuje oranžové až
ervené mléko, které p i zasychání bledne až zelená. Roste od srpna až do íjna
výhradn pod borovicemi (tvo í s nimi mykorrhizu), asto na alkalických, pís itých
p dách. Ryzec pravý je jedlá, velmi chutná houba.V n je ovocná a chu svíravá
(Bielli, 2001, Svr ek, 1996, L ss e, 2004).
Rod: Lactarius
Druh: Lactarius chrysorrheus Fr. (ryzec zlatomlé ný)
Obr. 13: Lactarius chrysorrheus Fr. (Opletal a Koula, 2011).
Klobouk je asi 4 – 6 cm široký, uprost ed vmá klý, okraj hlavn mladších
jedinc je podvinutý. Nejprve je ple ov  r žový, pak žemlov oranžový, p i emž
tmavší kruhy jsou obzvláš  z etelné sm rem k okraji. Pokožka klobouku je matná
a lysá. Lupeny jsou husté, v tvené, ne p íliš široké. T e válcovitý, pozd ji dutý,
nažloutlý, odspodu s oranžovým nádechem. Dužnina je k ehká, obsahuje bílé pal ivé
mléko, které na vzduchu žloutne. Výtrusný prach je sv tle žlutý. Chu pal ivá. Doba
výskytu je od ervence do zá í. Jde pom rn o hojnou houbu, která se vyskytuje
v listnatých nebo smíšených lesích, v tšinou pod duby. Ryzec zlatomlé ný je nejedlá
houba (Svr ek, 1996, Bielli, 2001).
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Rod: Lactarius
Druh: Lactarius picinus Fr. (ryzec smolo erný)
Obr. 14: Lactarius picinus Fr. (autor Jind ich Po íz, in Zicha 2011).
Klobouk je hladký, barvy tmavohn dé, sépiov nebo olivov hn dé, na okraji
n kdy sv tlejší. Lupeny jsou krátké, sv tle okrové. T e je naho e b lavý, jinde
zbarvený stejn jako klobouk. Chu mléka je po chvíli výrazn pal ivá. Roste ve
smr inách v podhorských a horských polohách. M žeme se s ní setkat od srpna do
íjna. Ryzec smolo erný je nejedlou houbou (Antonín, 2006).
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Rod: Lactarius
Druh: Lactarius salmonicolor R. Heim & Leclair (ryzec lososový)
Obr. 15: Lactarius salmonicolor R. Heim & Leclair (autor Stanislav Krej ík, in Zicha
2011).
Klobouk je vyklenutý až nálevkovitý, masitý, slizký, lesklý a vrás itý. Barva
klobouku je žlutooranžová, p i okraji s n kolika úzkými pásy, které nevybledávají.
Po otla ení se klobouk m ní do hn d vínové barvy. Lupeny jsou široce p ipojené,
sv tle okrové až oranžov okrové, ve stá í na poran ných místech zelen skvrnité.
T e je válcovitý ubkovaný, zbarvený jako klobouk. Dužnina má mýdlový pach
a roní mléko, které má trvale oranžov ervenou barvu. Doba výskytu je od srpna do
íjna. Roste v jehli natých lesích pod smrky, na k emitých podkladech. Je jedlá
(Erhart et al., 1977, Antonín, 2006).
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Rod: Russula
Druh: Russula ochroleuca Pers. (holubinka hlínožlutá)
Klobouk je asi 5 - 10 cm široký, s vmá klým st edem, matný, okrový až
žlutý, n kdy také s olivov zeleným nádechem.
Obr. 16: Russula ochroleuca Pers. (Opletal a Koula, 2011).
Má hladký, pozd ji rýhovaný okraj. Lupeny jsou široké, smetanové barvy.
T e je válcovitý nebo úzce kyjovitý, bílý až b lavý, ve stá í zašedlý. Dužnina bílá,
stá ím šedne. Výtrusný prach je b lavý až sv tle smetanový. Chu je mírná až
štiplavá. Roste hojn ve smrkových a borovicových lesích, p edevším v podhorských
polohách, v období srpen až zá í. Houba je nejedlá (Keizer, 2005, Svr ek, 1996).
Rod: Russula
Druh: Russula rosea Pers. (holubinka sli ná)
Obr. 17: Russula rosea Pers. (autor Stanislav Jirásek, in Zicha 2011).
Klobouk 5 - 12 cm v pr m ru, sklenutý až rozložený, s vmá klým st edem,
hladký, suchý, tvrdý, r žov ervený až ervený. Lupeny jsou krátce p ipojené,
áste n rozv tvené, bílé až sv tle žluté, p i okraji klobouku ervené a zaoblené.
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V mládí pom rn pružné, ve stá í k ehké. T e je vlo katý, tlustý, tvrdý, válcovitý,
vrás itý, bílý, n kdy r žov ochmý ený. Dužnina bílá, pod pokožkou klobouku
na ervenalá. Výtrusný prach smetanov nažloutlý. V n houby je nevýrazná, chu
ho ká. Vyskytuje se od ervence až do íjna pod listnatými stromy, na vápenitém
písku a jílu. Je jedlá (Keizer, 2005, Zicha et al., 2011).
3.3. Chemická stavba hub
Voda a 3 základní skupiny živin – bílkoviny, sacharidy, lipidy jsou nejvíce
zastoupenými složkami nejen hub, ale všech biologických materiál . Tyto živiny
vznikají syntézou z jednodušších látek, nízkomolekulárních organických složek.
Krom toho je v bu ce ješt asi 20 jiných typ nízkomolekulárních slou enin, které
se nepodílejí na výstavb makromolekul, ale mají katalytický význam v kombinaci
s enzymy. Houby obsahují kolem 90 % vody a sušiny jen asi 10 % (Klán, 1989,
Kala 2008).
Jak uvádí Kala (2008), je z hlediska výživy p íznivé vysoké zastoupení
vlákniny, tvo ené zejména chitinem. Nízká energetická hodnota je ur ována nízkým
obsahem sušiny a malým zastoupením tuk , z toho plyne, že houby nep edstavují
významn jší zdroj esenciálních nenasycených mastných kyselin (MK)
ani nežádoucích kyselin mastných. Význam pro lidskou výživu mohou mít vitamíny
a minerály, které jsou v houbách zastoupeny v nižším m ítku než uvedené základní
živiny. Víme jen velmi málo o chemických formách a biologické využitelnosti
jednotlivých složek hub. Využitelnost je však z ejm nižší než ze zeleniny vzhledem
k p ítomnosti nestravitelného stavebního polysacharidu chitinu, který omezuje
stravitelnost jiných látek. Jeho výhoda tkví ve snížení rizika nežádoucích složek, jako
jsou t žké kovy nebo radioaktivní látky. Na druhou stranu se tímto omezuje již vžité
tvrzení, že jsou houby bohatým zdrojem bílkovin, stopových prvk a vitamín .
D ležitými obsahovými látkami jsou p ímé produkty metabolismu, tzv.
sekundární metabolity. Jde o chemicky velmi rozmanitou skupinu látek. Sekundární
metabolity mají význam jak na poli toxikologickém, tak v oblasti humánní
a veterinární medicíny. Zkoumáním sekundárních metabolit zatím neanalyzovaných
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druh hub se nabízí možnost nalezení nové chemické substance, a tudíž p edstavují
houby velmi perspektivní skupinou v rozvoji nových lé iv.
V tšina dostupných údaj o obsahových složkách jsou uvád na pro syrový
stav houby. V rohodných údaj o zm nách jednotlivých složek hub b hem
skladování, kuchy ských úprav, konzervace je po ád velmi málo (Kala , 2008).
3.3.1. Primární metabolity
Sacharidy
Monosacharidy a oligosacharidy hub
Podstatnou ást houbové sušiny tvo í cukerný alkohol mannitol, který má
podíl na objemovém r stu plodnice a zpev uje zejména t e . Z monosacharid
výrazn  p evažuje glukóza. B hem skladování hub obsah glukózy a glykogenu klesá.
Pro houby je typický transportní disacharid trehalóza, tzv. houbový cukr. Spole n
s cukernými alkoholy plní mnoho biologických funkcí jako je udržení osmotického
tlaku nebo schopnost regulovat intracelulární hladinu koenzym . Trehalóza se
nachází pouze v mladých plodnicích a pozd ji mizí. Podobn jako u bílkovin, došlo
p i va ení hub k vysokému poklesu obsahu trehalózy i mannitolu, zatímco sušení
a zmrazení vyvolalo jen nepatrné úbytky (Kala , 2008, Ková , 1999, Klán, 1989).
Glykogen
Stejn jako u živo ich je i u hub zásobním polysacharidem glykogen. Jde
o látku lov kem b žn  p ijímanou v mase, proto jeho p ítomnost v houbách
nep edstavuje z hlediska lidské výživy žádný zvláštní p ínos (Kala , 2008).
Chitin a další stavební polysacharidy
Základní složkou bun ných st n hub jsou stavební polysacharidy. Mezi
nejd ležit jší pat í chitozan, chitin, polygalakturonová kyselina a galaktany. Jejich
úkolem je udržovat pevnost. Jsou d ležitým zdrojem vlákniny, na druhé stran
snižují využitelnost n kterých živin a minoritních složek jako jsou vitamíny
a stopové prvky. Chitin je typickým stavebním polysacharidem, jež se nevyskytuje
v rostlinné íši, za to ho m žeme nalézt v íši živo išné. (Kala , 2008, Klán, 1989).
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Tuky
Celkový obsah lipid v houbové sušin je asi 2 - 6 %. Lipidy hub m žeme
rozd lit na neutrální a polární. Neutrální jsou tvo eny jednoduchými tuky, p edevším
triacylglyceroly (TAG) a polární tvo ené složenými lipidy, nej ast ji fosfolipidy
s p evažujícími glycerolfosfatidy. Neutrální lipidy slouží p edevším jako zásobárna
a zdroj energie, zatímco polární lipidy plní funkci stavebních složek, jež se podílí na
vlastnostech bun ných membrán. Vyšší mastné kyseliny (VMK) v lipidech hub jsou
nej ast ji jednosytné s p ímým uhlíkovým et zcem, se sudým po tem uhlík
a zárove je po et uhlík vyšší jak deset. et zec je nasycený nebo obsahuje dvojné
vazby. Pro houby je charakteristické cis uspo ádání na všech dvojných vazbách.
V zastoupení VMK p evládají kyselina olejová, linolová a kyselina palmitová. P i
studiích n kolika druh hub bylo prokázáno, že hlavním fosfolipidem
je fosfatidylcholin (lecitin). V houbách jsou také p ítomny tzv. mykosteroly, z nichž
nejrozší en jší je ergosterol, který v houbách zaujímá 60 - 70 % všech sterol .
Z dalších více zastoupených látek této skupiny jsou fungisterol a ergosta-7,5-dienol
(Kala , 2008).
Bílkoviny
Nejen v houbách, ale obecn v biologickém materiálu p evládají bílkoviny,
p ítomnost volných aminokyselin (AMK) a peptid je nízký. Rostliny a houby
narozdíl od živo ich dokáží syntetizovat základní AMK a z nich bílkoviny.
Zastoupení esenciálních AMK v bílkovinách hub je výživov  p íznivé, lepší než ve
v tšin rostlinných bílkovin (Kala , 2008).
Klán (1989) ve své knize poukazuje na fakt, že u hub dochází narozdíl od
jiných organism k odlišné syntéze AMK lyzinu. V tšina hub vychází p i syntéze
z kyseliny ketoglutarové, zatímco plísn , bakterie a vyšší rostliny z kyseliny
asparagové. Tento rozdíl v biosyntéze p edpokládá, že se houby odd lily od ostatních
eukaryotních organism v asném stádiu evoluce.
Enzymy
Jsou bílkoviny, které katalyzují pochody probíhající nejen v houbách, ale
obecn v živé hmot . U hub jsou výrazné p edevším ú inky enzym , jež se podílí na
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rozkladu odum elých organism . Stávají se tak nezbytným lánkem pro neustálý
p írodní cyklus. Enzymy lze získat z mycelia p stovaných hub, ale je možné je také
zkoumat u hub voln rostoucích (Kala , 2008).
Vitamíny
 Z hlediska výživy lze za pom rn vysoký obsah považovat vitamín B2,
a vitamín D2, resp. jeho provitamín (ergosterol). U vegan a vegetarián  m že
nedostatek vitamínu D2 zap í init poruchy hospoda ení s vápníkem, zejména
osteoporózu. Pro tyto rizikové skupiny osob mohou být houby zdrojem jak vitamínu
D2, tak jeho provitamínu. Osv tlené ásti hub obsahují více vitamínu D2 než ásti
zastín né. Jak se ukázalo, intenzita osv tlení je významn jší než stá í plodnice.
Tepelnou úpravou dochází k áste né ztrát vitamínu C. Naproti tomu se žádné jiné
vitamíny neni í (Kala , 2008, Mikulcová, 2006).
3.3.2. Sekundární metabolity
Vonné látky
Stovky r zných chemických slou enin mají na sv domí tuto charakteristickou
vlastnost  v ni. Dosud známé vonné látky se lení na t kavé a net kavé. Net kavé
látky ovliv ují vnímání v n v kombinaci s chu ovými vjemy p i konzumaci hub.
T kavé látky m žeme za adit do n kolika r zných skupin (deriváty oktanu a oktenu,
nižší terpeny, benzaldehyd a p íbuzné látky sirné slou eniny a další jiné) (Kala ,
2008).
Barviva
Barevná pestrost hub je zp sobena chemickými látkami – pigmenty. P esný
biologický význam pigmentace zatím nebyl pln objasn n. N kte í ji považují za
odpadní produkty metabolismu. Ukazuje se však, že n které pigmenty mohou plnit
funkci p enaše vodíku p i dýchacích pochodech, chránit p ed UV zá ením nebo
dokonce vykazovat antibiotický ú inek. Míra zabarvení je ovlivn na stá ím plodnice,
intenzitou sv tla a teplotou. Houby s výrazn zabarvenou plodnicí rostou
na zastín ných místech, zatímco plodnice s barvou nevýraznou, sv tle hn dou nebo
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bílou se vyskytují na místech prosv tlených. Pozornost vzbuzují houby, které m ní
barvu plodnice mechanickým poškozením. Z chemického hlediska se vesm s jedná
o oxidaci fenolových látek hub vzdušným kyslíkem (Kala , 2008, Klán, 1989).
Izolované sekundární metabolity z testovaných druh hub
U druh Boletus luridiformis Rostk., Gyromitra infula (Schaeff.) Quél.,
Lactarius picinus Fr., Lactarius salmonicolor R. Heim & Leclair, Lasiochlaena
benzoina (Wahlenb.) Pouzar, Leccinum griseum (Quél.) Singer a Russula rosea Pers.
zatím nebyly izolovány isté látky. U druhu Boletus impolitus Fr. byly detekovány
alkaloidy, které zatím nebyly blíže specifikovány (Bastida et al., 1987).
Doposud izolované látky ve zkoumaných druzích (rodech) jsou uvedeny
v Tab. 2.
Tab. 2: Izolované látky zkoumaných druh .
ROD / druh indikované látky zdroj
5-methoxy-3,6-bis(phenylmethyl)- 2(1H)-pyrazinon Kawagishi et al.(1996)
Prenylovaný resorcinol – albakonol
Q.Liu et al.
(2008); Hellwing
(2003)
Grifolin
Mao Ye et al.
(2007); Hellwing
(2003); Hirosuke
MIsasa et al.
(1992)
Neogrifolin
Hellwing (2003);
Misasa et al.
(1992); Yang et
al. (2008)
Konfluentin; schtigeral Hellwing (2003)
Dimerický meroterpenoid (+)–(R)-grifolinon C; albatrellin; grifolinon
A,B Yang et al. (2008)
Polyenový pyron – aurovertin E
Wang et al.
(2005); Zhou et
al. (2009)
Kleistanthanový typ diterpen – kys. 3 ,5 ,8 -trihydroxykleistanth-
13(17),15-dien-18-ová
8 -hydroxy-18-norkleistanth-4(5),13(17),15-trien-3-on
Isokumariny – 3R-(2R-hydroxypropyl)-8-hydroxyl-7-methyl-3,4-
dihydroizokumarin
aurovertin B, C
Polyestery – orbuticin; BK223A; BK223B; 15G256a-2-me
Albatrellus
confluens
Isokumarin – 3R-6-hydroxymellein
Zhou et al. (2009)
31
Tab. 2 (pokra ování): : Izolované látky zkoumaných druh .
Seskviterpeny – kys. klavikoronová; divarikateny A, B;
7-epitsugikolin H, MClavicorona sp.
Neseskviterpeny – tsugikolin L
Zheng et al.
(2008)
Seskviterpeny – pyxidatol A, B, C; tsugikolin E; omphadiol Zheng et al.(2008)
Seskviterpenoidy – klavikorolidy A, B; tsugikoliny H, A, C; sterpurany;
laktarofurin A
Zheng a Shel
(2009)
Clavicorona
pyxidata
Kyselina klavikoronová Erkel a Anke(1991)
2,2',4,4',5,5'-hexahydroxybifenyl
ervený pigment–gomfilakton
Jaegers et al. 981)Gomphidius
maculatus
1,2,4-trihydroxybenzen Von Ardenne aSteglich (1974)
Seskviterpeny – guaiany, marasmany, izolaktarany, drimany, laktarany,
sekolaktarany
Aromatické slou eniny – 2,2-dimethylchromen; 6-methoxy-2,2-
dimetylchromen a jejich deriváty
Estery isoprenylovaného hydrochinonu
Lactarius sp.
Azulenové seskviterpeny
Ayer a Trifonov
(1994)
Kys. anofinová; chroman-4 on; hydroxyacetylindol; cyklické dipeptidy;
ergosterol; sm s mastných kyselin
Cyklo-Pro-Val; indol-3-karboxyaldehyd; cyklo-Pro-Leu
Ayer a Trifonov
(1994)
Azulenové pigmenty – 7-(1,2-dihydroxy-1-methylethyl)-4-
methylazulen-1- karbaldehyd; 7-acetyl-4-methylazulen-1-karbaldehyd;
4-methyl-7-(1-methylethenyl)azulen-1-karbaldehyd
Dihydro-azulen alkohol a jeho ester s kyselinou stearovou;
laktarofulven; aromatické slou eniny
Yang et al.(2006)
Kyselina p-hydroxybenzoová Barros et al.(2009)
Deterol Hrdina et al.(2004)
Lactarius deliciosus
Guainový seskviterpen laktaroviolin
Yang et al.
(2006); Hrdina et
al. (2004)
Lactarius
chrysorrheus
Laktaroskobichlid A; blennin C; laktardial; furanol; chysorrhelakton;
chrysorrhedial; chrysorrheal
De Bernardi et al.
(1993)
Chromogenické meroterpenoidy-ochroleucin A, B Sontag et al.(2006)
Russula ochroleuca
1-O- -D-glukopyranosyl-(2S,3R,4E,8E,2'R)-2-N-(2'-
hydroxypalmitoyl)-9-Me 4,8- sfingadienin (cerebrosid B), 1-O- -D-
glukopyranosyl-2-N-(2'-hydroxyoktadekanoyl)-9-methyl-4,8-
sfingadienin (cerebrosid D), 5 ,8 -epidioxy-(22E,24R)-ergosta-6,22-
dien-3 -ol, (22E,24R)-ergosta-7,22-dien-3 -ol, (24S)-ergosta-7-en-3 -
ol, uracil, adenin, anhydrid kyseliny thiooctové, ethyl- -D-
glukopyranosid, D-allitol a stearová kyselina
Gao et al. (2001)
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3.3.3. Minerální látky
Minerální látky m žeme rozd lit podle míry jejich zastoupení
na makroelementy (vápník, ho ík, sodík, draslík, fosfor, chlor a síra) a stopové
prvky, tzv. mikroelementy.
Na – obsah sodíku je obvykle vyšší než v ad druh zeleniny.
K – není rozložen v plodnici rovnom rn . Obsah klesá v po adí klobouk, t e ,
výtrusorodá vrstva a výtrusy. Množství draslíku v t le houby byl 20x až 40x vyšší
než v p d , na které houba rostla. To sv d í o vysoké schopnosti plodnice zadržovat
tento prvek.
Ca – nejvyšší obsah vápníku byl nalezen v t eni. Na rozdíl od draslíku nebyla
u plodnice hub nalezena schopnost kumulovat tento prvek. Obsah vápníku v houbách
je nižší než u v tšiny druh zeleniny.
Mg – tento prvek není v plodnicích zadržován, jeho obsah byl asto nižší než
v substrátu, z n hož houba p ijímala živiny. Nebyly nalezeny razantní rozdíly
v obsahu ho íku mezi starými a mladými plodnicemi.
P – houby kumulují tento prvek ze substrátu, ve kterém rostou. Jeho množství
je vyšší než u v tšiny potravin rostlinného a živo išného p vodu. Není však dosud
známo, v jaké chemické form je fosfor vázaný (Kala , 2008).
3.4. Antioxida ní aktivita
3.4.1. Volné radikály (VR)
Volné radikály jsou látky, které mohou existovat samostatn a obsahují
alespo jeden nepárový elektron. Vznikají z normální ástice ztrátou nebo p ijetím
elektronu. Volný elektronový pár se snaží získat elektron a mít tak stabilní
konfiguraci. Z toho vyplývá vysoká reaktivita a sou asn malá stabilita volných
radikál . asto je tento chyb jící elektron získán vytržením ze zdravé molekuly, ze
které se pak stává radikál. Tento radikál m že atakovat jinou slou eninu a nastartovat
tak et zovou reakci vedoucí k poškození dalších molekul (Racek, 2003, Youngson,
1995). Není tomu ovšem tak vždy, jak uvádí ve své knize Štípek (2000).
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Nej ast ji se setkáváme s volnými radikály kyslíku. Nejb žn jší
je superoxidový radikál O2•-, který vzniká redukcí jednoho elektronu molekuly
kyslíku. Nejnebezpe n jší je hydroxylový radikál •OH. Látky, které nemají nepárový
elektron (kyselina chlorná, peroxid vodíku) a jsou spojené s metabolismem
kyslíkových radikál , se spole n s volnými radikály nazývají reaktivními formami
kyslíku (ROS). Ty se mohou ú astnit p em ny energie, která je nezbytná pro životní
procesy. Dále pak se mohou ú astnit enzymových mechanism a podílet se na
innosti bun ného informa ního systému, kde plní funkci signálních molekul. Škodí
pouze tehdy, vymknou-li se p ísné kontrole. Existují i radikály, jejichž volný
elektron pat í jinému atomu než kyslíku, nej ast ji se jedná o atom dusíku. Hlavním
p edstavitelem je •NO. I ten m že poskytovat celou adu jiných slou enin typu VR
i bez nepárového elektronu, v tomto p ípad zahrnované pod pojmem reaktivní
formy dusíku (RNS). Atomy p echodných kov (nikl, mangan, titan, železo, aj.)
katalyzují vznik volných radikál . Z elektrochemického hlediska je ztráta elektronu
oxidací, proto lze VR ozna it jako látky s oxida ním ú inkem (Racek, 2003, Štípek,
2000).
3.4.2. Vznik volných radikál
Velké množství radikál vzniká b hem metabolismu nebo se do t la dostávají
zven í.
P í iny exogenní: nap . kou ení, vysoký obsah škodlivin, intoxikace
chemickou látkou, ionizující zá ení, nadm rné vdechování kyslíku v jeho istém
stavu nebo také potravou.
Možné endogenní p í iny: hyperglykémie, syntéza prostaglandín , vznik
kyseliny mo ové, zvýšený metabolismus estrogen , rozpad fagocyt a makrofág ,
vznik methemoglobinu, aj. (Racek, 2003, Youngson, 1995).
3.4.3. Ochrana p ed volnými radikály
Jelikož VR odebírají molekulám elektron, p sobí oxida n . Látky, které
zabra ují jejich oxida nímu p sobení, jsou souhrnn nazývány jako antioxidanty
(AO). Antioxidanty jsou rozd lovány na um lé a p irozené. Do p irozených AO
adíme látky, které jsou organismem produkovány nebo jsou p ijímány v potrav :
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vitamíny, aminokyseliny, polyfenolické bioflavonoidy, koenzym Q10, estrogeny
a n které další steroidy, selen, germanium, zinek, kyselina alfa lipoová, karoteny.
Z látek produkovaných samotným organismem jde mimo jiné nap . o enzym
superoxid dismutázu, který p em uje VR na mén nebezpe ný peroxid vodíku.
Peroxid vodíku je dále organismem p em ován pomocí enzymu katalázy nebo
glutathion peroxidázy na vodu (Racek, 2003, Youngson, 1995, Ortenbergová, 2002).
P irozen vyskytujícím se antioxidant m je v nována pozornost
v biologickém výzkumu, medicín , farmacii a technologii potravin. V poslední
dekád byl proveden rozsáhlý výzkum rostlin jako zdroje slou enin, které
odbourávají volné radikály (Polášek et al., 2004).
Do um lých AO za azujeme celou adu lék a také látek p irozených, které
jsou modifikovány a získávají tak jiné požadované vlastnosti (Racek, 2003).
3.4.4. Rovnováha mezi antioxidanty a volnými radikály
Za normálních okolností existuje v t le rovnováha mezi VR a antioxidanty.
P evaha jedné ze složek m že znamenat poškození organismu. P evaha volných
radikál se ozna uje jako oxida ní stres. N kdy m že nastat i paradoxní situace, kdy
p evaha antioxidant  m že umoc ovat oxida ní stres, anebo blokovat volné radikály,
jež jsou nezbytné pro organismus (Racek, 2003).
3.4.5. Nemoci zp sobené p ítomností volných radikál
Volné radikály n kdy mohou stát za vznikem onemocn ní, jindy zhoršují
nebo komplikují jeho pr b h. Onemocn ní, v jejichž etiopatogenezi hrají roli VR,
jsou nap . infarkt myokardu, ateroskleróza, artritida, cukrovka, tumor, zán tlivé
procesy, neurologické a o ní choroby, onemocn ní trávícího traktu nebo také p i
selhávání ledvin.
Existuje teorie, podle které se m žeme domnívat, že za procesem stárnutí
stojí hlavn VR. Podle ní jsou tyto látky v daleko v tším m ítku produkovány práv
u starších osob (Racek, 2003, Youngson, 1995).
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3.4.6. Stanovení antioxida ní aktivity
Podle Poláška a kol. (2004) bylo vyvinuto n kolik detek ních systém
založených na redoxních reakcích, jako nap . inhibice chemiluminiscence luminolu
nebo tetralinu, inhibice tvorby thiokyanátu železitého, odbarvení ß-karotenu,
odbarvení 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny), odbarvení 2,2´-
difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH radikál), aj.
A nap íklad odbarvení DPPH radikálu, jež je zp sobené reakcí s antioxidanty
v organické nebo vodn -organickém roztoku, m že být jednoduše následováno
spektrofotometrií vzorku. Dávkové zpracování posledn zmín né metody
neumož uje screening velkých sérií rostlinných vzork , protože je asov velice
náro ná (standardní reak ní as je 16 až 30 minut). A koliv n které poslední lánky
zmi ují vylepšení této metody, tak analýza extraktu jedné rostliny zabere 30 minut,
což je p i zpracování v tšího po tu vzork nepraktické. Naproti tomu
automatizovaná DPPH metoda založená na sekven ní injek ní analýze (SIA) je
velice vhodná pro rychlé testování antioxida ní aktivity velkých sérií rostlinných
extrakt (Polášek a kol., 2004).
3.4.7. Sekven ní injek ní analýza (SIA)
Jak uvádí Polášek a kol. (2004), tak po íta ov ízený systém sekven ní
injek ní analýzy (SIA) vybavený spektrofotometrickým diodovým detektorem
je použit pro rychlý monitoring a hodnocení antioxida ních ú ink  ( i schopnosti
vyplavovat radikály) biologických vzork . Tato automatizovaná metoda je založena
na známé reakci stabilizovaného radikálu 2,2´-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH)
s antioxidanty v organickém nebo vodn -organickém médiu, což vede k zesv tlení
(zm n barvy, odbarvení) DPPH v d sledku jeho interakce s analytem. Pokles
absorbance DPPH (m eno p i 525 nm, což je absorp ní maximum pro DPPH)
souvisí s koncentrací antioxidantu v testovaném vzorku. S optimalizovanou SIA
procedurou lze detekovat až mikromolární koncentrace modelových antioxidant
jako kyselina askorbová, kávová, (+) katechin, ( ) epikatechin a rutin; a lze hodnotit
koncentrace t chto antioxidant v rozsahu mikromol až milimol . Takto lze
zpracovat až 45 vzork za hodinu. Díky své rychlosti a citlivosti je navrhovaná SIA
metoda vhodná pro vykonávání rutinních test (screening ) p ítomnosti r zných
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antioxidant ve velkých sériích lyofilizovaných bylinných nebo houbových extrakt
(množství vzorku nutné pro analýzu je n kolik miligram ).
Obr. 18 – schéma zapojení systému SIA.
Analyt obsažený v roztoku vzorku je p eveden na detekovatelný produkt.
Produkt je získán smísením vzorku a inidla a jejich následnou chemickou reakcí
v toku nosného proudu. S využitím šesticestného ventilu a pístového erpadla je
nejprve aspirována zóna nosného proudu, poté zóna vzorku, zóna inidla a nakonec
op t zóna nosného proudu. Po aspiraci všech zón je pohyb erpadla obrácen
a dochází k promísení vzorku s inidlem. Reak ní produkt je unášen do pr tokového
detektoru s diodovým polem a je m ena absorbance tohoto produktu. Odezva
detektoru má podobu tzv. pík (lokálních maxim grafu detektoru). Sou ástí SIA
systému je mikroprocesor (PC), s programovým vybavením, který ídí jednotlivé
kroky cyklu, sbírá a vyhodnocuje výstupní data. Optimální teplota provád ní SIA
experiment je 22 ± 1 °C. Doporu uje se provád t m ení t ikrát (u n kterých vzork
je vhodné provést i 10 m ení). Optimální hodnota pH pro m ení SIA je 5. (Polášek,
2004).
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Na Obr. 19 je znázorn n DPPH jako volný radikál a neradikál. Z volného,
velmi stabilního radikálu DPPH se díky jeho inaktivací antioxidantem, který
je donorem vodíku, stane neradikál (Polášek a kol., 2004).
N
N
NO2
O2N NO2
N H
N
NO2
NO2O2N
Obr. 19: DPPH jako volný radikál (vlevo) a jako neradikál (vpravo).
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4. Experimentální ást a výsledky
4.1. Pot eby
4.1.1. Rozpoušt dla, chemikálie a standardy
Rozpoušt dla
Aceton .
n-Butanol .
Diethylether p. a.
Ethanol . (EtOH)
Ethylformiát . (HCOOEt)
Formaldehyd 36-38% p. a.
Isopropylalkohol 95% p. a.
Methanol . (MeOH)
1-Propanol . (PrOH)
Toluen p. a.
Voda super istá (voda)
Chemikálie
Acetanhydrid .
Anilin .
Anisaldehyd p. a.
2,6-dibromchinonchlorimid .
Difenylamin .
Dusi nan bismutitý zásaditý p. a.
Dusi nan m natý trihydrát p. a.
Dusitan sodný p. a.
Fast Blue B salt p. a.
D-Glukósa .
Hexakyanoželezitan draselný .
Hydroxid amonný 26% .
Hydroxid sodný .
Hydroxylaminhydrochlorid p. a.
Chlorid železitý .
Isatin .
Jodid draselný .
2,4,6-Kolidin p. a.
K emelina .
Kyselina chloristá 70% p. a.
Kyselina chlorovodíková 35% p. a.
(HCl)
Kyselina octová 98% p. a.
(CH3COOH)
Kyselina fosfore ná 85% p. a.
Kyselina mraven í 85% p. a.
(HCOOH)
Kyselina sírová 96% p. a.
Kyselina sulfanilová p. a.
Kyselina vinná .
1,2-Naftochinon-4-sulfonová kyselina
p. a.
Ninhydrin p. a.
Octan zine natý .
Uhli itan sodný .
Vanilin p. a.
Standardy
Fenylalanin
D-glukosa .
Cholesterol
Kyselina L-askorbová .
Kyselina gallová .
Kyselina vinná .
Resorcinol .
ß-Sitosterol .
Skulerin
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4.1.2. Detek ní inidla
· D1: UV = 254 nm
Chromatogram byl pozorován pod UV lampou p i = 254 nm. Pozitivní
reakce se projevila vznikem r zn tmavých skvrn, ve kterých byl zhášen
fluoreskující luminofor vrstvy chromatogramu.
· D2: UV = 366 nm
Chromatogram byl pozorován pod UV lampou p i = 366 nm. Pozitivní
reakce se projevila vznikem fluoreskujících skvrn.
· D3: Acetanhydrid – kyselina sírová (Liebermann-Burchardovo inidlo)
P ed použitím bylo opatrn za chlazení smícháno
5 ml acetanhydridu s 5 ml koncentrované kyseliny sírové a získaná sm s opatrn
p idána do 50 ml ochlazeného absolutního ethanolu. Chromatogram byl po post iku
zah íván p i teplot 100 °C asi 7 minut a vyhodnocen pod UV sv tlem p i = 365
nm. P i pozitivní reakci vznikají fluoreskující skvrny (Stahl, 1969).
· D4: Anisaldehyd – kyselina sírová
Do roztoku 0,5 ml anisaldehydu v 50 ml kyseliny octové byl p idán
1 ml kyseliny sírové. Chromatogram byl zah íván na 100 – 105 °C než r zn barevné
skvrny dosáhly maximální intenzity (Stahl, 1969).
· D5: 2,6-Dibromchinonchlorimid (Gibbsovo inidlo)
Po post iku erstv  p ipraveným 0,4% methanolovým roztokem 2,6-
dibromchinonchlorimidu byl chromatogram umíst n do komory obsahující 26%
hydroxid amonný. Fenolické slou eniny tvo ily s inidlem žluté až hn dé skvrny
podle doby p sobení hydroxidu amonného (Stahl, 1969).
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· D6: Difenylamin – anilin – kyselina fosfore ná
Jeden gram anilinu a 1g difenylaminu byly rozpušt ny v 100 ml acetonu. 10
ml tohoto roztoku bylo p ed použitím smícháno s 1 ml 85% kyseliny fosfore né. Po
post iku byl chromatogram zah íván p i 120 °C asi 5 minut. Vznikaly r zn barevné
skvrny (Šanšúnová, 1977).
· D7: Dragendorffovo inidlo podle Muniera
Roztok A: 1,7 g zásaditého dusi nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné bylo
rozpušt no v 80 ml destilované vody.
Roztok B: 16 g jodidu draselného bylo rozpušt no ve 40 ml destilované vody.
Zásobní roztok byl p ipraven smícháním roztoku A a B v pom ru 1:1 (v/v),
který m že být uchováván po n kolik m síc v lednici.
Detek ní roztok byl p ipraven rozpušt ním 10 g kyseliny vinné v 50 ml
destilované vody a p idáním 5 ml zásobního roztoku. Alkaloidy byly po reakci
s detek ním inidlem zbarveny oranžov (Stahl, 1969).
· D8: Fast Blue B salt
Detek ní roztok I: erstv  p ipravený 0,5% roztok Fast Blue B salt.
Detek ní roztok II: 0,1 M NaOH.
Chromatogram byl nejprve post íkán roztokem I, po uschnutí chromatogramu
roztokem II. Vznikaly r zn zbarvené skvrny (Stahl, 1969).
· D9: Glukóza – anilin (Schweppovo inidlo)
Roztok A: 10% vodný roztok glukózy.
Roztok B: 10% etanolový roztok anilinu.
inidlo p ipraveno smícháním roztoku A a B (po 20 ml) a z ed no na 100 ml
n-butanolem. Chromatogram byl zah íván 10 minut na 115 °C. Vznikaly ervené až
hn dé skvrny (Stahl, 1969).
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· D10: Hexakyanoželezitan draselný – chlorid železitý
Dvouprocentní roztok chloridu železitého byl smíchán s 1% roztokem
hexakyanoželezitanu draselného (1:1). Vznikají modré skvrny. inidlo je stálé
nejdéle 5 minut. Vznikaly modré, resp. zelené skvrny (Stahl, 1969).
· D11: Hydroxylamin – chlorid železitý
Roztok A: byl p ipraven rozpušt ním 20 g chloridu hydroxylaminia v 50 ml
vody a dopln ním do 200 ml ethanolem.
Roztok B: byl p ipraven rozpušt ním 50 g hydroxidu draselného
v minimálním množství vody a z ed n na 500 ml ethanolem.
Detek ní roztok I: byl získán smícháním roztoku A s roztokem B v pom ru
1:2 a odfiltrováním vylou eného chloridu draselného.
Detek ní roztok II: byl získán rozpušt ním 10 g chloridu železitého ve 20 ml
35 % kyseliny chlorovodíkové a prot epáním s 200 ml diethyletheru do vzniku
homogenního roztoku. K detekci byl použit nejprve detek ní roztok I, po uschnutí
chromatogramu pak roztok II. Vznikaly r zn zbarvené skvrny (hn dofialové-
fialové) (Stahl, 1969).
· D12: Isatin – octan zine natý
Isatin (1 g) a octan zine natý (1,5 g) byly rozpušt ny ve 100 ml 95%
isopropylalkoholu za tepla do 80 °C. 1 ml octové kyseliny bylo p idáno po ochlazení.
Chromatogram byl ponechán asi 20 hodin p i pokojové teplot a byl pozorován. P i
pozitivní reakci byly pozorovány až ervené skvrny (Stahl, 1969).
· D13: 1,2-Naftochinon-4-sulfonová kyselina – kyselina chloristá
0,1 g 1,2-naftochinon-4-suflonové kyseliny bylo rozpušt no ve 100 ml sm si
(20 ml ethanolu + 10 ml 60% kyseliny chloristé + 1 ml formaldehydu + 9 ml
destilované vody). Po post iku inidlem byl chromatogram zah átý na 70 - 80 °C
a byly pozorovány r zn barevné skvrny (Stahl, 1969).
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· D14: Ninhydrin – kolidin
Roztok A: byl p ipraven smícháním 0,2% roztoku ninhydrinu v 50 ml
absolutního ethanolu, 10 ml ledové kyseliny octové a 2 ml 2,4,6-kolidinu.
Roztok B: 1% roztok trihydrátu dusi nanu m natého v absolutním ethanolu.
P ed použitím byl smíchán roztok A s roztokem B v pom ru 5:3. Po post iku byl
chromatogram zah íván p i 100 °C 1 až 2 minuty. P i pozitivní reakci byly
pozorovány r zn zbarvené skvrny (Šanšúnová, 1977).
· D15: Paulyho inidlo (diazotovaná kyselina sulfanilová)
4,5 g kyseliny sulfanilové bylo za tepla rozpušt no ve 45 ml kyseliny
chlorovodíkové (12 M) a z ed no vodou na 500 ml. 10 ml bylo ochlazeno
v chladni ce a pak k n mu bylo p idáno 10 ml ochlazeného 4,5% roztoku dusitanu
sodného. Získaný roztok byl ponechán 15 minut v chladni ce. Bezprost edn  p ed
použitím byl smíchán s 20 ml 10% roztoku uhli itanu sodného. Pozitivn reagující
látky tvo ily s inidlem oranžové skvrny (Stahl, 1969).
· D16: Vanilin – kyselina sírová
Vanilin (3 g) byl rozpušt n v ethanolu (100 ml) a do roztoku p idána
koncentrovaná kyselina sírová (3 ml). Chromatogram byl zah íván na 110 °C.
Vznikly r zn barevné skvrny (Stahl, 1969).
4.1.3. P ístrojové vybavení
· Po íta ov ízený (pomocí programu FIAlab for Windows 5.0) FIAlab 3000
analyzátor (FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA) s pístovým
erpadlem o objemu 2,5 ml, šesticestným selek ním ventilem, USB2000-
UV/VIS spektrofotometrem s halogenovou lampou LS-1 (Ocean Optics,
USA) a pr tokovou detek ní celou SMA-Z s optickou délkou 1 cm; objem
mísící cívky je 0,6 ml a spojovací teflonové hadi ky (PTFE) mají pr m r
0,72 mm.
· Ultrazvuková láze SONOREX Super 10P (Bandelin, N mecko).
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· Vakuová odparka Rotavapor R-114 a vodní láze Waterbath B-480 (Büchi,
Švýcarsko).
4.1.4. Vyvíjecí soustavy pro tenkovrstvou chromatografii
S 1: toluen + ethylformiát + kyselina mraven í = 50 + 40 + 10
(toluen + HCOOEt + HCOOH)
S 2: n-propanol + voda = 90 + 10
(PrOH + voda)
4.1.5. Chromatografický adsorbent
TLC Silica gell 60 F254 (Merck, N mecko)
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4.2. P íprava extrakt
4.2.1. Materiál
Plodnice zkoumaných hub byly nasbírány v letech 2004, 2006, 2007 a 2008
a systematicky klasifikovány Východo eskou mykologickou spole ností. Poté byly
zmraženy tekutým dusíkem a do doby jejich zpracování uskladn ny v plastikových
sá cích p i teplot – 23 C až – 27 C.
Obr. 20: Lokality sb ru vzork makromycet.
4.2.2. Extrakce a p íprava lyofilizátu z plodnice houby
Navážený o išt ný vzorek plodnice houby (max. 15 g) byl po rozmixování
ty ovým mixérem extrahován 70% ethanolem (pom r houby v gramech k 70% EtOH
(ml), kterého musí být min. 80 ml, je 1: 15). Extrakce probíhala sonikací
v ultrazvukové lázni po dobu 30 minut, teplot 22 °C a intenzit 10. Filtrací byl
odd len pevný podíl od extraktu, pevný podíl byl poté ješt promyt 3x10 ml
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rozpoušt dla a op t zfiltrován. Filtrát byl dále odpa en na vakuové rota ní odparce za
sníženého tlaku p i teplot 50 °C až do odstran ní veškerého etanolu. K zahušt nému
extraktu bylo p idáno 10 ml super isté vody. Roztok byl zfiltrován p es k emelinu na
filtra ním tubusu za sníženého tlaku do 100 ml ba ky. Filtra ní vrstva byla ješt
promyta 3x5 ml super isté vody. Z extraktu byla op t odpa ována voda na rota ní
odparce pod sníženým tlakem, p i teplot 50 °C až do doby, kdy m l extrakt
medovou konzistenci. Poté byl extrakt dob e uzav en a uschován v lednici. Dále
následovala lyofilizace. Lyofilizát byl umíst n p es noc do exsikátoru nad silikagel,
díky n muž došlo k odstran ní zbytkové vody. Lyofilizovaný extrakt byl p epln n do
vzduchot sné penicilinky, p evrstven argonem a uzav en. Extrakt byl uchováván
v mrazni ce a stal se výchozím materiálem pro stanovení antioxida ní aktivity a pro
hodnocení tenkovrstvou chromatografií.
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4.3. Hodnocení extrakt barevnými reakcemi na TLC
Vzorky pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) byly p ipraveny rozpušt ním
10 mg lyofilizátu v 1 ml rozpoušt dla (70% EtOH). TLC byla provád na vzestupným
zp sobem v chromatografických komorách sycených jednu hodinu parami elu ních
soustav.
4.3.1. Faktické údaje
Adsorbent: TLC Silica gell 60 F254 (Merck, N mecko)
Dráha: 80 mm
Soustava: S 1: toluen + ethylformiát + kyselina mraven í = 50 + 40 + 10
S 2: propanol + voda = 90 + 10
Detekce: D 1 – D 16
Dráhy jednotlivých vzork hub 1 – 14
Dráha S – dráha standardu
  Tab. 3: P ehled zna ení jednotlivých zkoumaných druh .
íslo vzorku u TLC Ozna ení vzorku Druh
1 F005/07 Lactarius chrysorrheus Fr.
2 F023/04 Leccinum griseum (Quél.) Singer
3 F011/06 Boletus impolitus Fr.
4 F004/08 Lactarius picinus Fr.
5 F006/06 Clavicorona pyxidata (Pers.:Fr.) Doty
6 F013/06 Lasiochlaena benzoina (Wahlenb.) Pouzar
7 F002/07 Lactarius deliciosus (L.) Gray
8 F010/06 Russula ochroleuca Pers.
9 F002/08 Albatrellus confluens (Alb. et Schw. ex Fr.)
10 F009/06 Russula rosea Pers.
11 F006/07 Lactarius salmonicolor R. Heim & Leclair
12 F003/07 Gomphidius maculatus (Scop.) Fr.
13 F008/07 Gyromitra infula (Schaeff.) Quél.
14 F002/06 Boletus luridiformis Rostk.
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4.3.2. Obrazová ást
· Detekce pod UV = 254
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 21: S1, D1
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 22: S2, D1
48
· Detekce pod UV = 366
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 23: S1, D2
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 24: S2, D2
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· Detekce na steroly, steroidy, triterpeny
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 25: S1, D3
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 26: S2, D3
Standard: -Sitosterol
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· Detekce na cukry, steroidy, terpeny
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 27: S1, D4
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 28: S2, D4
Standard: D-glukosa
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· Detekce na fenolické slou eniny
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 29: S1, D5
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 30: S2, D5
Standard: Resorcinol
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· Detekce na cukry
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 31: S1, D6
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 32: S2, D6
Standard: D-glukosa
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· Detekce na alkaloidy
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 33: S1, D7
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 34: S2, D7
Standard: Skulerin
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· Detekce na fenolické slou eniny
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 35: S1, D8
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 36: S2, D8
Standard: Resorcinol
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· Detekce na karboxylové kyseliny
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 37: S1, D9
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 38: S2, D9
Standard: Kyselina vinná
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· Detekce na redukující látky (fenoly, aminy, aj.)
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 39: S1, D10
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 40: S2, D10
Standard: Kyselina gallová
57
· Detekce na laktony
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 41: S1, D11
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 42: S2, D11
Standard: Kyselina L-askorbová
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· Detekce na aminokyseliny
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 43: S1, D12
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 44: S2, D12
Standard: Fenylalanin
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· Detekce na steroly
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 45: S1, D13
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 46: S2, D13
Standard: Cholesterol
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· Detekce na aminokyseliny
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 47: S1, D14
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 48: S2, D14
Standard: Fenylalanin
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· Detekce na fenoly a aminy
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 49: S1, D15
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 50: S2, D15
Standard: Resorcinol
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· Detekce na fenoly, steroidy, vyšší alkoholy
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 51: S1, D16
1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14
Obr. 52: S2, D16
Standard: Kyselina gallová
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4.3.3. Vyhodnocení reakcí na detekce D 1 – D 16
Vysv tlivky k Tab. 4:
ST + pozitivní reakce p i detekci na startu
ST 0 po detekci nebyla pozorována pozitivní reakce na startu
X+ po et pozitivních reakcí na detekci na dráze, kde X = 1, …, n ( +Î Nn )
0 žádná pozitivní reakce na detekci na dráze
Tab. 4: Pozitivní reakce na detekce u sledovaných vzork .
vzorek D1S1 D1S2 D2S1 D2S2 D3S1 D3S2
1. ST+, 2+ ST+, 3+ ST+, 5+ ST+, 2+ ST0, 0 ST0, 1+
2. ST+, 1+ ST+, 3+ ST+, 2+ ST+, 5+ ST+, 0 ST+, 1+
3. ST+, 1+ ST+, 5+ ST+, 3+ ST+, 5+ ST+, 0 ST0, 1+
4. ST+, 1+ ST+, 5+ ST+, 7+ ST+, 4+ ST+, 0 ST+, 1+
5. ST+, 3+ ST+, 4+ ST+, 2+ ST+, 3+ ST+, 3+ ST0, 2+
6. ST+, 4+ ST+, 4+ ST+, 6+ ST+, 4+ ST+, 1+ ST0, 2+
7. ST+, 1+ ST+, 5+ ST+, 5+ ST+, 4+ ST+, 3+ ST+, 2+
8. ST+, 1+ ST+, 3+ ST+, 2+ ST+, 3+ ST+, 1+ ST+, 2+
9. ST+, 2+ ST+, 3+ ST+, 6+ ST+, 4+ ST+, 3+ ST+, 2+
10. ST+, 1+ ST+, 3+ ST+, 5+ ST+, 6+ ST+, 2+ ST0, 1+
11. ST+, 2+ ST+, 3+ ST+, 3+ ST+, 3+ ST+, 2+ ST+, 1+
12. ST+, 1+ ST+, 3+ ST+, 3+ ST+, 2+ ST+, 2+ ST0, 2+
13. ST+, 1+ ST+, 4+ ST+, 5+ ST+, 2+ ST+, 1+ ST+, 1+
14. ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 1+ ST+, 1+ ST+, 1+
detekovatelné
skupiny UV 254 UV 366
steroly, steroidy,
triterpeny
vzorek D4S1 D4S2 D5S1 D5S2 D6S1 D6S2
1. ST+, 4+ ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 0 ST+, 0 ST+, 3+
2. ST+, 7+ ST+, 3+ ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 2+
3. ST+, 3+ ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 1+ ST+, 0 ST+, 1+
4. ST+, 3+ ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 1+ ST+, 0 ST+, 2+
5. ST+, 3+ ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 0 ST+, 0 ST+, 2+
6. ST+, 4+ ST+, 3+ ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 2+
7. ST+, 4+ ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 1+
8. ST+, 4+ ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 1+ ST+, 0 ST+, 2+
9. ST+, 5+ ST+, 3+ ST+, 1+ ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 2+
10. ST+, 3+ ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 1+
11. ST+, 2+ ST+, 2+ ST+, 1+ ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 1+
12. ST+, 5+ ST+, 4+ ST+, 0 ST0, 1+ ST+, 0 ST+, 1+
13. ST+, 4+ ST+, 2+ ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 0
14. ST+, 1+ ST+, 1+ ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 1+
detekovatelné
skupiny
cukry, steroidy,
terpeny fenolické slou eniny cukry
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Tab. 4 (pokra ování): Pozitivní reakce na detekce u sledovaných vzork .
vzorek D7S1 D7S2 D8S1 D8S2 D9S1 D9S2
1. ST+, 0 ST+, 0 ST+, 0 ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 3+
2. ST+, 1+ ST+, 1+ ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 3+
3. ST0, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 4+
4. ST+, 0 ST+, 0 ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 4+
5. ST0, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 4+
6. ST0, 0 ST+, 0 ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 3+
7. ST+, 0 ST+, 0 ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 2+
8. ST+, 0 ST+, 0 ST+, 0 ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 3+
9. ST+, 0 ST+, 0 ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 3+
10. ST0, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 3+
11. ST+, 0 ST+, 0 ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 3+
12. ST0, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 1+ ST+, 0 ST+, 1+
13. ST+, 0 ST+, 0 ST+, 0 ST+, 1+ ST+, 0 ST+, 1+
14. ST+, 0 ST+, 0 ST+, 0 ST+, 1+ ST+, 0 ST+, 1+
detekovatelné
skupiny alkaloidy fenolické slou eniny
karboxylové
kyseliny
vzorek D10S1 D10S2 D11S1 D11S2 D12S1 D12S2
1. ST0, 0 ST0, 0 ST0, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 1+
2. ST+, 0 ST+, 2+ ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 2+
3. ST+, 0 ST+, 1+ ST0, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 1+
4. ST+, 0 ST+, 1+ ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 1+
5. ST+, 0 ST+, 1+ ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 1+
6. ST+, 0 ST+, 1+ ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 0
7. ST+, 0 ST+, 1+ ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 1+
8. ST+, 0 St+, 2+ ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 1+
9. ST0, 0 ST+, 1+ ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 1+
10. ST0, 0 ST+, 1+ ST0, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST0, 0
11. ST0, 0 ST+, 0 ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 1+
12. ST0, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST0, 0
13. ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST+, 1+
14. ST0, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST0, 0 ST+, 0 ST0, 0
detekovatelné
skupiny
redukující látky
(fenoly, aminy) laktony aminokyseliny
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Tab. 4 (pokra ování): Pozitivní reakce na detekce u sledovaných vzork .
vzorek D13S1 D13S2 D14S1 D14S2 D15S1 D15S2 D16S1 D16S2
1. ST+, 3+ ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 2+ ST0, 0 ST+, 1+ ST+, 2+ ST+, 3+
2. ST+, 6+ ST+, 6+ ST+, 0 ST+, 4+ ST0, 0 ST0, 1+ ST+, 6+ ST+, 3+
3. ST+, 2+ ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 3+ ST0, 0 ST+, 4+ ST+, 7+ ST+, 2+
4. ST+, 2+ ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 5+ ST+, 2+
5. ST+, 2+ ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 3+ ST0, 0 ST+, 3+ ST+, 6+ ST+, 3+
6. ST+, 1+ ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 3+ ST+, 3+
7. ST+, 2+ ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 5+ ST+, 2+
8. ST+, 1+ ST+, 5+ ST+, 1+ ST+, 2+ ST0, 0 ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 3+
9. ST+, 0 ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 0 ST+, 4+ ST+, 3+
10. ST+, 2+ ST0, 2+ ST+, 0 ST+, 2+ ST0, 0 ST+, 0 ST+, 4+ ST+, 2+
11. ST+, 3+ ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 0 ST+, 4+ ST+, 2+
12. ST+, 2+ ST+, 2+ ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST0, 0 ST+, 4+ ST+, 2+
13. ST+, 1+ ST+, 3+ ST+, 1+ ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 0 ST+, 2+ ST+, 3+
14. ST+, 0 ST+, 1+ ST+, 0 ST+, 3+ ST+, 0 ST+, 0 ST+, 2+ ST+, 4+
detekovatelné
skupiny steroly aminokyseliny fenoly a aminy
fenoly, steroidy,
vyšší alkoholy
4.4. Stanovení antioxida ní aktivity metodou SIA se
spektrofotometrickou detekcí pomocí DPPH radikálu
4.4.1. Postup práce
P ed vlastním experimentem byl p ipraven roztok DPPH (0,1 mM) radikálu
rozpušt ním 3,9 mg DPPH v 60 ml 95% EtOH ve 100 ml hn dé odm rné ba ce,
následn je roztok dopln n do 100 ml super istou vodou a 5 min. odvzduš ován
v ultrazvukové lázni. Dále byl p ipraven 50% EtOH, který byl rovn ž 5 min.
odvzduš ován. Takto p ipravený ethanol slouží pro p ípravu vzork , jako slepý
vzorek a jako nosný proud v systému. P ed vlastním testovaním byly ješt  p ipraveny
roztoky extrakt a to odvážením cca 4 mg extraktu a p idáním takového množství
50% EtOH, aby vznikla koncentrace 1 mg/ml. Dalším ed ním byly p ipraveny
koncentrace 0,5, 0,25 a 0,1 mg/ml. Všechny koncentrace p ipravených roztok
m ených vzork byly rovn ž odvzdušn ny pomocí sonikace. Po nasátí roztoku
DPPH p ístrojem SIA mezi dv zóny m eného vzorku , resp. slepého vzorku, došlo
k reakci.
Antioxida ní ú inek byl vyjád en v procentuálním poklesu absorbance
(m ena p i = 525 nm) oproti slepému vzorku podle vzorce Q% = (1 – Ax/A0) ·
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100, kde Ax je pr m rná výška píku m eného vzorku a A0 je pr m rná výška píku
slepého vzorku. Všechna m ení byla provedena t ikrát. Pro porovnání jednotlivých
antioxidant bývá uvád na hodnota EC50 (mg/ml). Jedná se o koncentraci, jež je
pot ebná pro snížení absorbance o 50 %. Tato metoda již byla na Kated e
farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty v Hradci Králové
v minulosti využita k m ení antioxida ní aktivity velkého množství etanolových
extrakt z hub (Macáková, 2009 a 2010).
Výsledky antioxida ní aktivity jsou uvedeny v tabulkách 5 – 17 a závislost
aktivity na koncentraci vzorku na obrázcích 53 – 65. Porovnání všech vzork  p i
stejných koncentracích je vyobrazeno na obrázcích 66 – 69. P i porovnání se
standardními antioxidanty (kys. askorbová – EC50 = 0,006 mg/ml, trolox – EC50 =
0,014 mg/ml) a vysoce aktivními druhy hub (Fomitopsis pinicola (Schwarz.: Fr.) P.
Karst – EC50 = 0,09 mg/ml, Gyrodon lividus (Bull. Ex Fr.) Sacc. – EC50 = 0,05
mg/ml), které jsou uvedeny v láncích Macákové (2009 a 2010), byla aktivita tém
u všech m ených druh hub nízká. Výjimku p edstavoval druh Leccinum griseum
(Quél.) Singer, u n hož bylo možné jako u jediného stanovit již zmi ovanou hodnotu
EC50 = 0,251 mg/ml.
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4.4.2. Hodnoty nam ených antioxida ních aktivit u sledovaných
taxon
 Tab. 5: Lactarius chrysorrheus Fr.
koncentrace [mg/ml] pokles absorbance (%)
0,1 2,33
0,25 1,23
0,5 2,09
1 2,77
ZÁVISLOST POKLESU ABSORBANCE NA KONCENTRACI
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
koncentrace [mg/ml]
pokles
absorbance
[%]
Obr. 53: Lactarius chrysorrheus Fr.
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Tab. 6: Boletus impolitus Fr.
koncentrace [mg/ml] pokles absorbance (%)
0,1 7,07
0,25 4,41
0,5 5,54
1 6,04
ZÁVISLOST POKLESU ABSORBANCE NA KONCENTRACI
0
1
2
3
4
5
6
7
8
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
koncentrace [mg/ml]
pokles
absorbance [%]
Obr. 54: Boletus impolitus Fr.
69
 Tab. 7: Lactarius picinus Fr.
koncentrace [mg/ml] pokles absorbance (%)
0,1 6,11
0,25 6,21
0,5 7,87
1 9,87
ZÁVISLOST POKLESU ABSORBANCE NA KONCENTRACI
0
2
4
6
8
10
12
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
koncentrace [mg/ml]
pokles
absorbance [%]
Obr. 55: Lactarius picinus Fr.
70
 Tab. 8: Clavicorona pyxidata (Pers.:Fr.) Doty.
koncentrace [mg/ml] pokles absorbance (%)
0,1 4,79
0,25 4,86
0,5 5,17
1 7,00
ZÁVISLOST POKLESU ABSORBANCE NA KONCENTRACI
0
1
2
3
4
5
6
7
8
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
koncentrace [mg/ml]
pokles
absorbance
[%]
Obr. 56: Clavicorona pyxidata (Pers.:Fr.) Doty.
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Tab. 9: Lasiochlaena benzoina (Wahlenb.) Pouzar.
koncentrace [mg/ml] pokles absorbance (%)
0,1 9,30
0,25 13,12
0,5 19,59
1 28,22
ZÁVISLOST POKLESU ABSORBANCE NA KONCENTRACI
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absorbance [%]
Obr. 57: Lasiochlaena benzoina (Wahlenb.) Pouzar.
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 Tab. 10: Lactarius deliciosus (L.) Gray.
koncentrace [mg/ml] pokles absorbance (%)
0,1 6,11
0,25 5,93
0,5 7,24
1 9,39
ZÁVISLOST POKLESU ABSORBANCE NA KONCENTRACI
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pokles
absorbance [%]
Obr. 58: Lactarius deliciosus (L.) Gray.
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 Tab. 11: Russula ochroleuca Pers.
koncentrace [mg/ml] pokles absorbance (%)
0,1 6,62
0,25 9,41
0,5 13,39
1 19,61
ZÁVISLOST POKLESU ABSORBANCE NA KONCENTRACI
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pokles
absorbance [%]
Obr. 59: Russula ochroleuca Pers.
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Tab. 12: Albatrellus confluens (Alb. et Schw. ex Fr.).
koncentrace [mg/ml] pokles absorbance (%)
0,1 2,91
0,25 5,23
0,5 8,54
1 13,75
ZÁVISLOST POKLESU ABSORBANCE NA KONCENTRACI
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[%]
Obr. 60: Albatrellus confluens (Alb. et Schw. ex Fr.).
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 Tab. 13: Russula rosea Pers.
koncentrace [mg/ml] pokles absorbance (%)
0,1 0,39
0,25 1,26
0,5 1,20
1 1,08
ZÁVISLOST POKLESU ABSORBANCE NA KONCENTRACI
0
0,2
0,4
0,6
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koncentrace [mg/ml]
pokles
absorbance
[%]
Obr. 61: Russula rosea Pers.
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Tab. 14: Lactarius salmonicolor R. Heim & Leclair.
koncentrace [mg/ml] pokles absorbance (%)
0,1 0
0,25 3,50
0,5 3,91
1 5,69
ZÁVISLOST POKLESU ABSORBANCE NA KONCENTRACI
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koncentrace [mg/ml]
pokles
absorbance
[%]
Obr. 62: Lactarius salmonicolor R. Heim & Leclair.
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 Tab. 15: Gomphidius maculatus (Scop.) Fr.
koncentrace [mg/ml] pokles absorbance (%)
0,1 4,24
0,25 5,71
0,5 9,09
1 14,60
ZÁVISLOST POKLESU ABSORBANCE NA KONCENTRACI
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Obr. 63: Gomphidius maculatus (Scop.) Fr.
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 Tab. 16: Gyromitra infula (Schaeff.) Quél.
koncentrace [mg/ml] pokles absorbance (%)
0,1 4,87
0,25 10,99
0,5 19,38
1 33,82
ZÁVISLOST POKLESU ABSORBANCE NA KONCENTRACI
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Obr. 64: Gyromitra infula (Schaeff.) Quél.
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 Tab. 17: Boletus luridiformis Rostk.
koncentrace [mg/ml] pokles absorbance (%)
0,1 10,91
0,25 17,22
0,5 28,33
1 47,65
ZÁVISLOST POKLESU ABSORBANCE NA KONCENTRACI
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absorbance [%]
Obr. 65: Boletus luridiformis Rostk.
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Tab. 18: Leccinum griseum (Quél.) Singer.
koncentrace [mg/ml] pokles absorbance (%)
0,1 22,33
0,25 49,25
0,5 73,15
1 77,59
ZÁVISLOST POKLESU ABSORBANCE NA KONCENTRACI
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Obr. 66: Leccinum griseum (Quél.) Singer.
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4.4.3. Porovnání antioxida ní aktivity taxon  p i jednotlivých
koncentracích
ANTIOXIDA NÍ AKTIVITA TAXON  P I KONCENTRACI 0,1 mg/ml
0
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25
vzorek íslo
pokles
absorbance (%)
Obr. 67: Antioxida ní aktivita taxon  p i koncentraci 0,1 mg/ml.
ANTIOXIDA NÍ AKTIVITA TAXON  P I KONCENTRACI 0,25 mg/ml
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Obr. 68: Antioxida ní aktivita taxon  p i koncentraci 0,25 mg/ml.
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ANTIOXIDA NÍ AKTIVITA TAXON  P I KONCENTRACI 0,5 mg/ml
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Obr. 69: Antioxida ní aktivita taxon  p i koncentraci 0,5 mg/ml.
ANTIOXIDA NÍ AKTIVITA TAXON  P I KONCENTRACI 1 mg/ml
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absorbance (%)
Obr. 70: Antioxida ní aktivita taxon  p i koncentraci 1 mg/ml.
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5. Diskuze
Cílem této práce bylo detekovat druhy hub, jejichž extrakty vykazují
významné hodnoty antioxida ních aktivit. Je sou ástí širokého fytochemicko-
farmaceutického výzkumu rostlin a vyšších hub probíhajícího na Kated e botaniky
a ekologie farmaceutické fakulty v Hradci Králové. P edložená diplomová práce je
sou ástí prvotního screeningu a v budoucnosti by mohla hrát roli (ve smyslu jakéhosi
návodu i pom cky) v izolaci a identifikaci antioxida ních slou enin i jiných látek
obsažených v houbách.
Antioxidanty jsou látky, které zabra ují oxida nímu p sobení volných
radikál v tkáních. Volné radikály mohou být p í inou vzniku onemocn ní,
komplikovat jeho pr b h, nebo jej zhoršovat. Antioxidanty se hojn využívají
v prevenci vzniku onemocn ní, ale také v samotné terapii nemoci jako dopl ková
lé ba. Zájem o antioxidanty nar stá nejen mezi v deckými pracovníky, ale také
širokou ve ejností (vlivem internetu, v tší edukace pacienta, mnohem v tší d raz je
kladen na skute nost, že každý pacient zodpovídá sám za své zdraví). Na trhu jsou
dostupné v nes etné ad potravních dopl k , jež antioxidanty obsahují v r zném
množství a formách, dále se pak vyskytují v b žné potrav .
Za poslední ty i desetiletí zna n vzrostl zájem o houby, a to nejen díky
zdroji aminokyselin, vitamín , minerál a jeho možného využití jako dietetika (nízká
výživová hodnota hub), ale p edevším pro jejich schopnost p sobit antioxida n ,
antibakteriáln , antiviroticky, pro svoji schopnost snižovat hladinu cholesterolu,
glykémie, atd. V Tab. 1 jsou uvedeny konkrétní p íklady druh hub a jejich ú inky
na organismus (podle Jablonský a Šašek, 2006).
Co se tý e taxon , které byly v rámci této práce testovány, rozhodn stojí za
zmínku Albatrellus confluens (Alb. et Schw. ex Fr.), jež obsahuje vysoké
koncentrace albakonolu (nový prenatylovaný resorcinol), který mj. m že inhibovat
r st lidských nádorových bun k díky jeho p sobení na DNA topoisomerázu. Dále
m že být albakonol potenciálním imunosupresivním a protizán tlivým agens (Q. Liu
et al., 2008). Albatrellus confluens (Alb. et Schw. ex Fr.) obsahuje dále grifolin,
který jak se ukázalo má farmakologické a mikrobiologické ú inky. Grifolin byl
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v roce 1950 definován jako antibiotikum. Dále se prokázalo, že snižuje cholesterol
s limitovanou nebo žádnou toxicitou a má nap . antioxida ní ú inky. Grifolin
inhibuje r st n kterých rakovinotvorných bun k a indukuje signifikantní apoptózu
(Mao Ye et al., 2007). Další významný druh je pak Clavicorona pyxidata (Pers.: Fr.)
Doty s obsahem kyseliny klavikoronové, která má schopnost inhibovat reverzní
transkriptázu (Erkel a Anke, 1991).
Testovaným materiálem v této diplomové práci byly plodnice hub, které byly
zmraženy tekutým dusíkem a do doby jejich zpracování uskladn ny v plastikových
sá cích p i teplot 23 C až 27 C. V ase jejich kone ného zpracování byly
plodnice rozmixovány ty ovým mixérem a sonikovány v 70% ethanolu
v ultrazvukové lázni (jak se ukázalo v p edchozích pokusech, 70% EtOH je vhodným
rozpoušt dlem pro extrakci polárních i mén polárních látek).
Extrakty byly odpa eny na vakuové rota ní odparce a dále následovala
lyofilizace. Lyofilizovaný extrakt byl p epln n do vzduchot sných penicilinek,
p evrstven argonem a uzav en. Extrakty byly uchovávány v mrazni ce a staly
se výchozím materiálem pro stanovení antioxida ní aktivity a pro hodnocení
tenkovrstvou chromatografií (TLC). P i tomto postupu nelze s jistotou tvrdit,
že v lyofilizovaném extraktu budou všechny látky stejné jako v erstvé plodnici,
jelikož b hem jednotlivých fází zpracování plodnic m že dojít k rozkladu n kterých
obsahových látek.
Lyofilizací byly získány práškovité extrakty s hn dým, žlutohn dým, nebo
ervenohn dým zbarvením, jež se dob e rozpoušt ly v 70% EtOH. Ve dvou
p ípadech se nepoda ilo p ipravit práškovitý extrakt a výsledný produkt m l viskózní
charakter (tento stav se vysv tluje p ítomností vyššího obsahu vonných látek).
K vyhodnocení ethanolických extrakt hub byla provedena tenkovrstvá
chromatografie a obsahové skupiny látek extrakt byly zjišt ny pomocí selektivních
detekcí. P i vyvíjení byly použity dv soustavy, jež byly sestaveny na základ
p edešlých experiment . Soustava S1 (toluen + HCOOEt + HCOOH = 50 + 40 + 10)
se používá k separaci mén polárních látek, zatímco soustava S2 (PrOH + voda = 90
+ 10) je vhodná pro látky polární.
Z provedených tenkovstvých chromatografií lze vyvodit následující záv ry:
obsah mén polárních i polárních látek byl u všech sledovaných taxon tém
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vyrovnaný. Co se tý e primárních metabolit , tak v nejv tší mí e byly zastoupeny
aminokyseliny. Jejich p ítomnost byla prokázaná pomocí detekce D12: Isatin – octan
zine natý (Obr. 43 a 44). P ítomnost byla více patrná po použití soustavy S2.
Všechny extrakty, až na druh Russula rosea Pers. a Gomphidius maculatus (Scop.)
Fr., vykazovaly pozitivní reakci. Aminokyseliny se dále prokázaly detekcí D14:
Ninhydrin – kolidin (Obr. 47 a 48). I v tomto p ípadn byla p ítomnost aminokyselin
razantn jší po použití polárn jší soustavy S2 a podle p edpokladu byly primární
metabolity nalezeny ve všech lyofilizátech. U testovaného druhu Lactarius deliciosus
(L.) Gray byly již v minulosti tyto látky detekovány a blíže specifikovány (Ayer
a Trifonov, 1994). Podobn prob hlo i hodnocení sacharid . Jejich p ítomnost byla
op t výrazn jší za použití soustavy S2. Detekce prob hla pomocí D6: Difenylamin –
anilin – kyselina fosfore ná (Obr. 31 a 32) a dále D4: Anisaldehyd – kyselina sírová
(Obr. 27 a 28), kterou se nestanovovala jen p ítomnost sacharid , ale také terpen
a steroid . Jak je vid t z rozdílu všech ty chromatogram soustav S1 a S2,
p ítomnost terpen a steroid , stejn tak i cukr , je ve všech taxonech patrná.
V p edchozích experimentech byly blíže specifikovány cukerné struktury u druhu
Russula ochroleuca Pers. (Gao et al., 2001).
Co se tý e sekundárních metabolit , byla provedena detekce na laktony
pomocí D11: Hydroxylamin – chlorid železitý (Obr. 41 a 42), která byla pozitivní na
startu u všech druh u soustavy S1 krom druh Lactarius chrysorrheus Fr., Boletus
impolitus Fr. a Russula rosea Pers. D ív jším testováním byl u druhu Gomphidius
maculatus (Scop.) Fr. zjišt n ervený pigment – gomfilakton (Jaegers et al., 1981)
a u druhu Lactarius chrysorrheus Fr. – chysorrhelakton (De Bernardi et al., 1993).
Detekce na alkaloidy D7: Dragendorffovo inidlo podle Muniera (Obr. 33
a 34) byla pozitivní na startu i na dráze pouze u druhu Leccinum griseum (Quél.)
Singer, a to v soustav S1 i S2. Jak dokazuje ve své práci Bastida et. al (1987), byly
již alkaloidy prokázány u druhu Boletus impolitus Fr., ale v rámci této práce nedošlo
u zmi ovaného druhu k pozitivní reakci na startu ani na dráze.
Detekce na karboxylové kyseliny pomocí D9: Glukóza – anilin (Obr. 37 a 38)
zjistila u všech lyofilizovaných extrakt pozitivní reakce na startu na p ítomnost
karboxylových kyselin z etelné jak v soustav S1, tak S2. Na drahách byly zjišt ny
reakce v p ípad soustavy S2, a to u všech druh . U taxon Russula ochroleuca
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Pers., Lactarius deliciosus (L.) Gray a Clavicorona pyxidata (Pers.: Fr.) Doty byly
již d íve karboxylové kyseliny blíže specifikovány (Gao et al., 2001, Barros et al.
2009, Erkel a Anke, 1991, Ayer a Trifonov, 1994).
P ítomnost fenolických slou enin byla prokázána detekcemi D5, D8, D10
a D15. U detekce D5: 2,6-Dibromchinonchlorimid (Gibbsovo inidlo, Obr. 29 a 30)
byly u soustavy S1 detekovány fenolické slou eniny na startu u všech druh , na
dráze byly detekovány u houby Albatrellus confluens (Alb. et Schw. ex Fr.)
a Lactarius salmonicolor R. Heim & Leclair. U soustavy S2 nebyla p ítomna
pozitivní reakce na startu ani na dráze u druhu Leccinum griseum (Quél.) Singer,
Lasiochlaena benzoina (Wahlenb.) Pouzar, Gyromitra infula (Schaeff.) Quél.,
Boletus luridiformis Rostk. P i detekci D8: Fast Blue B salt (Obr. 35 a 36) byly
fenolické slou eniny prokázány na startu u mén polární soustavy S1 u všech taxon ,
zatímco u polární soustavy S2 byly všechny lyofilizáty pozitivní jak na startu, tak na
drahách. Detekce na fenoly a aminy pomocí D15: Paulyho inidlo (diazotovaná
kyselina sulfanilová, Obr. 49 a 50) ukázala u soustavy S1 pozitivní reakci na startu u
všech taxon krom druhu Lactarius chrysorrheus Fr., Albatrellus confluens (Alb. et
Schw. ex Fr.), Russula rosea Pers., Lactarius salmonicolor R. Heim & Leclair,
Gomphidius maculatus (Scop.) Fr., Boletus luridiformis Rostk. U soustavy S2 byly
reakce na startu pozitivní u všech taxon krom druhu Lactarius chrysorrheus Fr.,
Gomphidius maculatus (Scop.) Fr., Gyromitra infula (Schaeff.) Quél., Boletus
luridiformis Rostk. Na dráze byly detekovány pozitivní reakce u soustavy S2
s výjimkou druhu Lactarius chrysorrheus Fr., Lactarius salmonicolor R. Heim &
Leclair, Gomphidius maculatus (Scop.) Fr., Gyromitra infula (Schaeff.) Quél.
a Boletus luridiformis Rostk.
Detekce na redukující látky díky D10: Hexakyanoželezitan draselný – chlorid
železitý (Obr. 39 a 40) zahrnuje i pr kaz p ítomnosti fenolických látek. I když je
u n kterých taxon patrná pozitivní reakce u soustavy S2 i na drahách, nelze tuto
detekci považovat za zcela reprezentativní. P í inou ne p íliš výrazných výsledk
mohou být nevyhovující vlastnosti n kterého z inidel.
U detekce pomocí D16: Vanilin – kyselina sírová (Obr. 51 a 52) na fenoly,
steroidy a vyšší alkoholy byly detekovány výrazné pozitivní reakce u všech druh
hub jak na startu tak na drahách.
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P i detekci na p ítomnost sterol D13: 1,2-Naftochinon-4-sulfonová kyselina
– kyselina chloristá (Obr. 45 a 46) došlo k výrazným reakcím u obou soustav. Pouze
druhy Albatrellus confluens (Alb. et Schw. ex Fr.) a Boletus luridiformis Rostk. nebyly
na drahách u soustavy S2 pozitivní.
Detekce D3: Acetanhydrid – kyselina sírová (Liebermann-Burchardovo
inidlo, Obr. 25 a 26) ukazuje na p ítomnost nejen sterol , ale také steroid
a triterpen . Výrazné pozitivní reakce byly p ítomny u obou soustav jak na drahách,
tak na startech. Z rozdíl obou posledn zmi ovaných detekcí lze t žce odhadovat
míru zastoupení steroid a triterpen v jednotlivých taxonech (lze zde ale
p edpokládat jejich áste nou p ítomnost, jak vyplynulo z posuzování detekcí D4
a D6).
Z výsledk provedených chromatografií lze usuzovat, že testované taxony
obsahovaly zejména aminokyseliny, karboxylové kyseliny, cukry, fenoly a steroly,
což koresponduje s dostupnou literaturou.
P i stanovení antioxida ní aktivity byla využita automatizovaná metoda
sekven ní injek ní analýzy (SIA) založená na odbarvení DPPH radikálu. Díky své
rychlosti a citlivosti je tato metoda vhodná pro vykonávání rutinních test
(screening ) p ítomnosti r zných antioxidant ve velkých sériích lyofilizovaných
extrakt . Koncentrace lyofilizát , které byly b hem stanovení použity se pohybovaly
v rozmezí 0,1 až 1 mg/ml.
Nejvyšší antioxida ní aktivita byla nam ena u druhu Leccinum griseum
(Quél.) Singer (Obr. 66, Tab. 18), kdy pokles absorbance dosahoval hodnoty 77 %
(p i koncentraci 1 mg/ml) a byl tak v bec nejvyšší ze všech m ených vzork .
Hodnoty poklesu absorbance tohoto druhu i v jiných koncentracích byly výrazn
v tší než u ostatních druh v daných hladinách koncentrace (viz Obr. 67 až 70). Jako
u jediného testovaného vzorku bylo možné také stanovit hodnotu EC50 = 0,251
mg/ml (koncentrace nutná pro snížení absorbance o 50 %).
Druhá nejvyšší aktivita byla nam ena u druhu Boletus luridiformis Rostk.
(Obr. 65, Tab. 17), jehož hodnota poklesu absorbance p i koncentraci 1 mg/ml byla
47 %.
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T etí nejvyšší antioxida ní aktivitu vykazovala houba Gyromitra infula
(Schaeff.) Quél. (Obr. 64, Tab. 16), kdy hodnota poklesu absorbance p i koncentraci
1 mg/ml dosahovala 33 %. Oproti ostatním vzork m, krom dvou prvn uvedených,
dosahoval významných hodnot také pokles absorbance p i koncentraci 0,5 mg/ml.
tvrtým druhem, jež stojí za zmínku, je Lasiochlaena benzoina (Wahlenb.)
Pouzar. (Obr. 57, Tab. 9), jejíž hodnota poklesu absorbance p i koncentraci 1 mg/ml
byla 28 %. Relativn vysokých hodnot (nejvyšších po Leccinum griseum (Quél.)
Singer a Boletus luridiformis Rostk.) také dosahovala absorbance v koncentracích
0,1 a 0,25 mg/ml (viz Obr. 67 a 68).
Zbývající houby, krom druhu Russula ochroleuca Pers. s poklesem
absorbance 19,7 % p i koncentraci 1 mg/ml, vykazovaly nízký pokles absorbance
s hodnotami výrazn pod 20 % p i koncentraci 1 mg/ml.
Exponenciální pr b h k ivky vykazovaly všechny extrakty krom druhu
Lactarius chrysorrheus Fr., Lactarius deliciosus (L.) Gray, Russula rosea Pers.
a Boletus impolitus Fr. U všech t chto druh se vyskytla nižší hodnota poklesu
absorbance u koncentrovan jších vzork (u druhu Russula rosea Pers. byl pokles
konstantní již od koncentrace 0,25 mg/ml). Nicmén tyto poklesy jsou ádov kolem
1 %, což je celkov zanedbatelné (avšak v rámci vzorku ne) a dalo by se to p ipisovat
chyb v m ení. U druhu Boletus impolitus Fr. (Obr. 54, Tab. 6) byl pokles
absorbance u koncentrace 0,1 mg/ml vyšší než u koncentrace 1 mg/ml a mezi
hodnotami poklesu absorbance p i koncentraci 0,1 a 0,25 mg/ml byl rozdíl v tší než
2,5 %. Tyto anomálie v m ení lze vysv tlit nap . tím, že extrakt p i dané vyšší
koncentraci nebyl zcela irý, anebo byl výrazn zabarvený (bez t chto negativních
vliv by pak mohl být skute ný pokles absorbance p i této koncentraci vyšší).
I p es stanovenou hodnotu EC50 u druhu Leccinum griseum (Quél.) Singer
byly nam ené hodnoty antioxida ních aktivit u 14 sledovaných taxon v porovnání
s b žn používanými antioxidanty (kyselina askorbová a trolox) nízké.
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Klí ová slova: houby, obsahové látky, volné radikály tenkovrstvá
chromatografie (TLC), antioxida ní aktivita, sekven ní injek ní analýza (SIA)
V rámci této diplomové práce bylo zpracováno 14 taxon hub z ádu
Boletales, Pezizales, Polyporales a Russulales. Z plodnic byly p ipraveny za p esn
stanovených podmínek lyofilizované extrakty, jež byly následn použity pro detekci
obsahových skupin látek a pro zjišt ní antioxida ní aktivity. Na detekci jednotlivých
skupin látek byla použita tenkovrstvá chromatografie (TLC), jež probíhala
vzestupným zp sobem v p edem nasycených komorách. Z výsledk chromatografií
bylo zjišt no, že testované extrakty hub obsahovaly zejména aminokyseliny, cukry,
karboxylové kyseliny, fenoly a steroly, což koresponduje s dostupnou literaturou. Na
obsah alkaloid (na dráze i startu) byl pozitivní druh Leccinum griseum (Quél.)
Singer. Antioxida ní aktivita byla stanovena pomocí metody sekven ní injek ní
analýzy (SIA) založené na odbarvení DPPH radikálu. Tato metoda je pro svou
rychlost a citlivost vhodná pro vyhodnocování antioxida ní aktivity u rutinních
screening velkého po tu vzork . Nejvyšší aktivitu vykazoval druh Leccinum
griseum (Quél.) Singer (Q0,5 = 77 %), u n hož jako u jediného bylo možné pro svou
relativn vysokou antioxida ní aktivitu (v rámci testovaných druh ) stanovit hodnotu
EC50 = 0,251 mg/ml (koncentrace nutná pro snížení absorbance o 50 %). Nicmén
v porovnání s b žn používanými antioxidanty (kyselina askorbová a trolox) je
aktivita stále o dva ády nižší.
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Zvonková, L. Biological activity of macromycetes – A. Charles University
in Pragu, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové, 96 pp.
Key words: mushrooms, compounds, free radicals, thin-layer chromatography
(TLC), antioxidant activity, sequential injection analysis (SIA)
Fourteen different mushrooms taxons (orders Boletales, Pezizales,
Polyporales and Russulales) were examined in this diploma thesis. Lyophiziled
extracts were prepared under the precise set of conditions from the fruiting bodies
and consequently used for recognition of compounds groups and for antioxidant
activity detection. Thin-layer chromatography (TLC) was used for the determination
of compounds groups. This TLC process proceeded in ascending development in
pre-saturated chambers. From TLC results it was detected that tested mushrooms
extracts contained especially amino-acids, saccharides, carboxylic acids, phenolic
substances, sterols, which corresponds with the available literature. Alkaloids were also
detected, especially in Leccinum griseum (Quél.) Singer extract. Antioxidant activity
was set using sequential injection analysis method (SIA), which is based on DPPH
radical bleaching. This method is very suitable, due to its rapidness and sensitivity,
for evaluation of multiplicity routine antioxidant activity screenings. The species
Leccinum griseum (Quél.) Singer showed out the highest antioxidant activity (Q0,5 =
77 %) and thus was only one suitable species (due to its relatively high antioxidant
activity among others) for latter calculation of EC50 value (which has value 0,251
mg/ml). Nevertheless, as compared with ordinarily used antioxidants (ascorbic acid
and trolox), the antioxidant activity is still two orders lower.
